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Virus vakcínie (VACV) je celosvětově znám pro své využití v eradikační kampani proti 
viru varioly (VARV), původci pravých neštovic. Roku 1980 prohlásila WHO VARV  
za vymýcený a tímto rokem tak ukončila celoplošné očkování. Vzhledem k obavám  
ze zneužití varioly pro bioteroristické účely začaly některé země po roce 2001 opět 
očkovat vybrané skupiny obyvatelstva. Nově proto vyvstala otázka léčby nejen pravých 
neštovic, ale také postvakcinačních komplikací a následků přenosu VACV  
na běžnou populaci. 
 
V roce 2009 popsala laboratoř Dr. Mělkové inhibiční účinek kyseliny ethakrynové (EA)  
na růst VACV na úrovni exprese pozdních genů. Cílem mojí diplomové práce bylo provést 
detailnější studii účinku EA na pozdní proteosyntézu a na některé další fáze replikačního 
cyklu VACV. Ke splnění zadaného úkolu byly použity tyto metody: infekce tkáňových 
kultur, plaková zkouška, northern blot, slot blot, western blot, přímá i nepřímá 
imunofluorescence fixovaných buněk a fluorescence EGFP exprimovaného VACV  
v živých infikovaných buňkách. Prvním úkolem bylo zjistit, zda EA ovlivňuje transkripci, 
či translaci pozdních genů VACV. Naše výsledky ukazují, že EA nesnižuje hladinu 
pozdních mRNA VACV a pravděpodobně tedy účinkuje na úrovni jejich translace. Dále 
jsme se zabývaly studiem efektu EA na fáze následující po expresi pozdních genů VACV. 
Zatím jsme však nebyly schopny potvrdit, ale ani vyvrátit, hypotézu, že EA inhibuje 
morfogenezi VACV. Třetím cílem bylo zjistit, zda EA interferuje s mikrotubulárním 
transportem VACV. Naše výsledky naznačují, že by nízké koncentrace EA mohly 
stabilizovat mikrotubuly. Ukázaly jsme, že EA částečně inhibuje nebo zpožďuje retrakci 
mikrotubulů v počátečních fázích replikačního cyklu VACV a že zpomaluje celkový 
průběh infekce. V poslední části mé diplomové práce jsme provedly předběžný návrh 
experimentálních podmínek pro sledování vlivu EA na tvorbu aktinových komet VACV.  
Z našich výsledků vyplývá, že by EA mohla zpomalením retrakce mikrotubulů ovlivňovat 
proces vzniku virozomů, na kterém je částečně závislá i pozdní proteosyntéza VACV. EA 
by tudíž mohla inhibovat translaci pozdních mRNA tímto způsobem. Moje diplomová 
práce tak přispívá k objasnění mechanizmu inhibičního účinku EA na růst VACV a přináší 
nový pohled na působení nízkých koncentrací EA na mikrotubuly.  





Vaccinia virus (VACV) is globally known for its use in the eradication campaign against 
variola virus (VARV), the causative agent of smallpox. In 1980, WHO declared VARV  
as eradicated and the worldwide immunization has been stopped. After 2001, vaccination 
of selected groups of population was re-introduced because of concerns about variola 
misuse for bioterrorist purposes. Therefore, drugs effective against variola,  
post-vaccination complications and consequences of VACV transmission  
in the population, are intensively studied again. 
 
In 2009, laboratory of Dr. Mělková demonstrated that ethacrynic acid (EA) inhibited 
growth of VACV at the level of late gene expression. The goal of my diploma thesis was  
to perform a detailed study of the effects of EA on VACV late proteosynthesis  
and on other stages of VACV replication cycle. To this end, the following methods were 
used: infection of tissue culture cells, plaque assay, northern blot, slot blot, western blot, 
direct and indirect immunofluorescence of fixed cells and fluorescence of EGFP epxressed 
by VACV in infected live cells. First, we wanted to determine whether EA affects VACV 
late gene transcription or translation. Our results indicate that EA does not decrease levels 
of VACV late gene mRNA's and therefore, it probably affects late gene translation. Then, 
we examined the effects of EA on stages following after VACV late gene expression. 
However, we were unable to either prove or disprove the hypothesis that EA might affect 
also VACV morphogenesis. The third goal was to determine if EA interferes with VACV 
transport on microtubules. Our results suggest that low concentrations of EA might 
stabilize microtubules. We have shown that EA is able to partially inhibit or delay 
microtubule retraction in the early phases of the VACV replication cycle and that EA 
slows down the overall progress of VACV infection. The last part of my diploma thesis 
focused on determination of experimental conditions to be used in future studies of EA 
effects on VACV-induced actin tails formation. Our results suggest that EA could slow 
down the retraction of microtubules, and thus affect processes underlying formation  
of viral factories. These processes are important also for VACV late gene expression, 
suggesting that EA might inhibit translation of VACV late mRNA's by this mechanism.  
In conclusion, my diploma thesis contributes to the elucidation of mechanism of VACV 
growth inhibition imposed by EA and brings new insights into the mechanism of action  
of low concentrations of EA on microtubules. 
7 
 
Key words: vaccinia virus, ethacrynic acid, late gene expression, morphogenesis, 

































Seznam použitých zkratek 
zkratka  původ zkratky   český ekvivalent 
4E-BP   eIF4E-binding protein  eIF4E-vazebný protein 
7-AAD   7-aminoactinomycin D  7-aminoactinomycin D 
AIDS   Acquired Immune    syndrom získaného selhání  
   Deficiency Syndrome   imunity 
AMCA   7-amino-4-methylcumarin-3-acetic kyselina 7-amino-4-methyl- 
   acid     kumarin-3-octová   
BCA   bicinchoninic acid   bicinchoninová kyselinu 
bp   base pair(s)    pár(y) bazí 
CC50   50% cytotoxic concentration  50% cytotoxická koncentrace 
CCR5   C-C chemokine receptor type 5 C-C chemokinový receptor typu 
        5 
cDNA   complementary DNA   komplementární DNA 
CDV   cidofovir    cidofovir 
CDV-PP  cidofovir diphosphate   cidofovir difosfát 
CEV   cell-associated enveloped virus obalený virus asociovaný  
        s buňkou 
CHX   cycloheximide   cykloheximid 
CPE   cytopathic effect   cytopatický efekt 
CPXV   cowpox virus    virus kravských neštovic 
Cys   cysteine    cystein 
CVA    chorioallantois VACV strain   chorio-alantoidní VACV 
   Ankara     kmene Ankara 
DAPI   4',6-diamidino-2-phenylindole 4´,6-diamino-2-fenylindol 
DEPC    diethylpyrocarbonate   diethylpyrokarbonát 
dER    drsné endoplazmatické retikulum drsné endoplazmatické  
        retikulum 
DNA   deoxyribonucleic acid  kyselina deoxyribonukleová 
dsDNA  double-stranded DNA  dvouřetězcová (dvouvláknová) 
        DNA 
DMEM   Dulbecco´s Modified Eagle   modifikované Dulbecco  
    Medium     Eaglovo médium 
dUTP   2´-deoxyuridine 5´-triphosphate 2´-deoxyuridin 5´-trifosfát 
EA   ethacrynic acid   kyselina ethakrynová 
E. coli   Escherichia coli       
EDTA   ethylendiaminetetraacetic acid kyselina ethylen-diamin- 
        tetraoctová 
eEF2   eukaryotic translation elongation  eukaryotní translační elongační 
   factor 2    faktor 2 
EEV   extracellular enveloped virus  extracelulární obalený virus 
 
EGFP   Enhanced Green Fluorscent   posílený zelený fluorescenční 
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   Protein    protein 
EGTA   ethylene glycol tetraacetic acid kyselina ethylen-glykol- 
        tetraoctová 
eIF   eukaryotic translation iniciation eukaryotní translační iniciační 
   factor     faktor  
E-místo  exit site    výstupní místo  
ERK1/2  extracellular signal-regulated  
   kinases 1/2  
EV   enveloped virus, extracellular virus obalený virus, extracelulární  
        virus 
FAD    flavine adenine dinucleotide  flavin-adenin-dinukleotid 
FBS   fetal bovine serum   fetální bovinní sérum 
FDA    Food and Drug Administration Správa potravin a léčiv 
GTP   guanosine-5'-triphosphate  guanozin-5´-trifosfát 
Grb2   growth factor receptor-bound 
   protein 2 
GST   glutathione S-transferases  glutathion-S-transferázy 
HIV-1   human immunodeficiency virus 1 lidský virus imunitní   
        nedostatečnosti 1 
h.p.i.   hours post infection   hodiny po infekci 
HPMPC   (S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonyl- (S)-1-(3-hydroxy-2-phoshonyl-l 
   methoxypropyl)cytosine   methoxypropyl)cytozin 
IC50(IC90)  50 (90)%  inhibitory concentration 50 (90)%  inhibiční koncentrace 
IHD-J   International Health Department-J 
IMV   intracellular mature virus  intracelulární maturovaný virus 
IRS-2   insulin receptor substrate 2   
ITR    inverted terminal repeat(s)  invertovaná(é) terminální  
        repetice 
IV    intracellular virus   intracelulární virus 
Jak2   Janus kinase 2    Janusova kináza 2 
kbp   kilobase pairs    kilo párů bazí 
LA   lipoic acid    kyselina lipoová 
LB   Luria (Lysogeny) Broth  
mDia   Mammalian Diaphanous 
MES   2-(N-morpholino)ethanesulfonic kyselina 2-(N-morfolino)ethan 
   acid     sulfonová 
MOI   multiplicity of infection  multiplicita infekce 
MOPS   3-(N-morpholino)propanesulfonic   kyselina 3-(N-morfolino)propan 
   acid     sulfonová 
mRNA  messanger RNA   mediátorová RNA 
MSB   Microtubule Stabilizing Buffer pufr stabilizující mikrotubuly 
MTOC   microtubule-organizing center centrum organizující   
        mikrotubuly 
mTOR   mammalian target of rapamycin     
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MTT   3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 
   diphenyltetrazolium-bromide      2,5-difenyltetrazolium bromid 
MVA    modified VACV Ankara  modifikový VACV kmene  
        Ankara 
MV   mature virus    maturovaný virus 
NCS    neonatal calve serum   neonatální telecí sérum 
neinf.   neinfikované buňky      
noco   nocodazole    nocodazol 
N-WASP  Neural Wiskott-Aldrich    
   syndrome protein 
Obr.   obrázek 
ORF    open reading frame(s)  otevřený(é) čtecí rámec (rámce) 
PABP   poly(A)-binding protein  poly(A)-vazebný protein 
PBS   phosphate buffered saline  fosfátový pufr 
PCR   Polymerase Chain Reaction  polymerázová řetězová reakce 
PEG   polyethylene glycol   polyethylenglykol 
pcDNA3-LUC vektor pcDNA3 nesoucí 
   cDNA pro luciferázu 
PFU/cell (ml)  Plaque Forming Unit/cell (ml) 
PI3K   phosphatidylinositol 3-kinases fosfatidyl-inozitol-3-kinázy 
qRT-PCR  quantitative Reverse Transcription kvantitativní RT-PCR 
   PCR 
RhoA   Ras homolog gene family, 
   member A 
RNA   ribonucleic acid   kyselina ribonukleová 
ROCK   Rho-associated protein kinase protein kináza asociovaná s Rho 
rpm   revolutions per minute  otáčky za minutu 
rRNA   ribosomal RNA   ribozomální RNA 
RSB    Reducing Sample Buffer  redukční vzorkový pufr 
RT   room temperature   pokojová teplota 
S    Svedberg 
SDS   sodium dodecyl sulphate  sodium dodecyl sulfát 
SDS-PAGE  SDS polyacrylamide gel  SDS polyakrylamidová gelová 
   electrophoresis   elektroforéza 
SI   selectivity index   index selektivity 
SSC   saline-sodium citrate   solný roztok citrátu sodného 
ssDNA   single-stranded DNA   jednovláknová (jednořetězcová) 
        DNA 
Tab.   tabulka 
TBE   Tris Borate EDTA   Tris-kyselina boritá-EDTA  
TE   Tris EDTA    Tris-EDTA  
TEMED  tetramethylethylenediamine  tetramethylethylenediamin 
tRNA   transfer RNA    transferová RNA 
Tyr   tyrosine    tyrozin 
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VACV   vaccinia virus    virus vakcínie 
VARV   variola virus    virus varioly, virus pravých  
        (černých) neštovic 
VIG   vaccinia virus immune globulin VACV imunoglubulin 
VPEF    vaccinia virus penetration factor 
WHO   World Health Organisation  Světová zdravotnická 
        organizace 
WR   Western Reserve   
WR-EGFP  VACV exprimující EGFP  
   pod časným a pozdním promotorem  
   p7.5 
WR-LUC  VACV exprimující luciferázu  
   pod časným a pozdním promotorem  
   p7.5 
WR-LUC L  VACV exprimující luciferázu  
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Virus vakcínie (VACV) je typickým zástupcem čeledi Poxviridae, jehož genom tvoří 
lineární dsDNA na koncích kovalentně spojená. Celý replikační cyklus VACV se odehrává 
v cytoplazmě hostitelské buňky kaskádovitým mechanizmem, při kterém produkty jedné 
fáze jsou nezbytně nutné pro uskutečnění fáze následující.  
  
VACV patří mezi největší viry a pro svůj transport cytoplazmou tudíž musí využívat 
cytoskelet hostitelské buňky. V časných fázích infekce využívá VACV mikrotubuly 
k dopravení časných mRNA (Mallardo et al., 2001) a virového core (Carter et al., 2003)  
do specifických míst, v pozdních fázích infekce k transportu nově vytvořené virové částice 
na povrch buňky (Rietdorf et al., 2001; Ward and Moss, 2001). Po exocytóze virové 
partikule z buňky indukuje VACV pod plazmatickou membránou polymeraci aktinu  
do aktinových komet, pomocí nichž infikuje sousední buňky (Cudmore et al., 1995). 
 
VACV byl v minulosti používán jako vakcína proti variole (VARV), původci pravých 
neštovic. Eradikační kampaň organizovaná WHO vedla nakonec k vymýcení VARV  
a proti pravým neštovicím se od roku 1980 postupně přestalo celoplošně očkovat (WHO, 
1980). V současnosti však v souvislosti s teoretickou hrozbou zneužití VARV  
pro bioteroristické účely vyvstává otázka obnovení celoplošného očkování. USA již začaly 
očkovat vybrané skupiny obyvatelstva, především zdravotníky a příslušníky armády. 
Překážkou znovuzavedení celoplošného očkování jsou však omezené možnosti léčby 
postvakcinačních komplikací a riziko vzniku těžkých onemocnění  
u imunokompromitovaných osob (Kaiser, 2007). 
 
Jedinou dosud schválenou látkou k léčbě postvakcinačních komplikací je cidofovir (CDV), 
inhibitor replikace VACV (De Clercq, 2007), jehož nevýhodou je ovšem intravenózní 
aplikace a nefrotoxicita (Safrin et al., 1997). Klinické zkoušení v současnosti probíhá  
u dalších dvou látek – CMX001, lipidového derivátu CDV, vykazujícího nižší toxicitu 
a možnost orálního podávaní (Parker et al., 2008), a ST-246, inhibitoru morfogeneze 
VACV (Yang et al., 2005).  K léčbě určitých postvakcinačních komplikací se stále používá 




V roce 2009 laboratoř Dr. Mělkové ukázala, že kyselina ethakrynová (EA) je schopna 
inhibovat růst VACV (Spisakova et al., 2009). EA nevykazovala žádný efekt na vstup viru 
do buňky, expresi časných genů a replikaci virové DNA, inhibiční účinek EA byl 
pozorován na úrovni exprese pozdních genů. Publikované výsledky ovšem naznačují,  
že by EA mohla účinkovat i na fáze následující po expresi pozdních genů.  
 
EA je  nenasycený ketonový derivát kyseliny aryloxyoctové a klinicky používané léčivo. 
Pro svou schopnost inhibovat aktivní transport chloridových iontů (Griffiths and Simmons, 
1987) je využívána jako diuretikum (Melvin et al., 1963). Vlastnosti EA vázat thiolové 
skupiny a s tím související inhibice glutathion-S-transferáz se využívá v potenciaci účinků 
cytostatik (Schultz et al., 1997). Díky schopnosti EA interagovat s hlavními 
cytoskeletárními proteiny (Ericksonlamy et al., 1992; Obrien et al., 1996), a indukovat tak 
změnu tvaru buněk (Ericksonlamy et al., 1992), se testují účinky EA  a jejích derivátů  
na snižování nitroočního tlaku u glaukomu (Melamed et al., 1992; Rao et al., 2005; 
Shimazaki et al., 2007).  
 
Cílem této diplomové práce je přispět k objasnění mechanizmu inhibičního působení EA 
na růstový cyklus VACV. Hlavní náplní práce je ověření několika hypotéz vyplývajících 
z již dříve publikovaných výsledků (Spisakova et al., 2009).  
 
1) Laboratoř Dr. Mělkové popsala inhibiční účinek EA na pozdní genovou expresi 
VACV (Spisakova et al., 2009). Nebylo však studováno, na jaké úrovni exprese 
pozdních genů EA působí (transkripce či translace). Prvním cílem mojí diplomové 
práce bylo určit, zda EA ovlivňuje transkripci pozdních genů VACV. 
 
2) Výsledky v publikaci Spišákové et al. (2009) naznačují, že EA způsobuje větší 
pokles titru viru, než jaký by odpovídal poklesu hladiny celkových proteinů 
VACV. Lze tedy usuzovat, že by EA mohla inhibovat také fáze následující  
po expresi pozdních genů, např. morfogenezi. Druhým cílem tedy bylo zjistit, zda 
je EA schopna blokovat růst VACV po farmakologické inhibici syntézy pozdních 




3) U EA byl popsán efekt na rozpad mikrotubulů (Ericksonlamy et al., 1992). Dalo by 
se tedy předpokládat, že by EA mohla ovlivňovat intracelulární transport VACV. 
Třetím cílem předkládané práce bylo tuto hypotézu ověřit.  
 
4) EA ovlivňuje i další cytoskeletární proteiny hostitelské buňky, mimo jiné také aktin 
(Ericksonlamy et al., 1992). Posledním cílem mojí diplomové práce proto bylo 
stanovit vhodné experimentální podmínky pro studium účinku EA na tvorbu 



























2. Literární přehled 
2.1. Virus vakcínie 
Virus vakcínie (vaccinia virus, VACV) je typickým zástupcem čeledi Poxviridae, rodu 
Orthopoxvirus. Celosvětově je VACV znám hlavně pro své využití v eradikační kampani 
pravých neštovic (WHO, 1980). V současnosti se VACV využívá především v základním 
výzkumu čeledi Poxviridae, k vývoji bezpečnějších vakcín proti pravým neštovicím 
(Artenstein, 2008), k přípravě rekombinantních vakcín proti dalším onemocněním (např. 
proti AIDS) (Gomez et al., 2008) a k výzkumu možného použití v léčbě nádorů (Amato, 
2010; Gomez et al., 2008).  
2.1.1. Původ VACV 
Vlastní původ VACV do dnešního dne není znám. V roce 1796 Edward Jenner začal 
s očkováním proti pravým neštovicím materiálem z lézí vzniklých nákazou krav virem 
kravských neštovice (cowpox virus, CPXV). V roce 1939 ovšem Downie ukázal,  
že ve 20. století se již k očkování nepoužíval CPXV, ale virus jemu příbuzný, který si 
zachoval již historický název VACV, odvozený od latinského „vacca“, kráva (Smith, 
2007 ). Pro původ VACV tedy existuje několik hypotéz: i) VACV mohl vzniknout z viru 
varioly (variola virus, VARV), původce pravých neštovic, nebo CPXV opakovanými 
pasážemi na lidech i na zvířatech, ii) VACV může být hybridem mezi CPXV a VARV, iii) 
VACV může být také originální entitou, jejíž přirozený hostitel již vyhynul (Buller and 
Palumbo, 1991).  
2.1.2. Struktura VACV 
VACV patří svými rozměry (cca 360 × 270 × 250 nm) mezi největší známé viry. Virová 
částice sestává z bikonkávního jádra (core) obsahující genomovou dsDNA, strukturní 
proteiny a transkripční faktory, agregátů heterogenního materiálu obklopujících core, tzv. 
laterálních tělísek, a obalu (Obr. 1). O existenci laterálních tělísek se však vedou spory a 
bývají často označovány jako artefakty (Dubochet et al., 1994). Podle počtu obalových 
membrán rozlišujeme dvě formy VACV partikulí: a) maturovaný virus (mature virus, 
MV), který je obalen jednou lipidovou dvojvrstvou, jejíž původ není znám (Sodeik and 
Krijnse-Locker, 2002), a b) extracelulární či obalený virus (enveloped virus, extracellular 
virus, EV), který je obalen dvěma lipidovými dvojvrstvami; první membrána je shodná 
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s membránou MV, druhá je odvozena od Golgiho aparátu (Schmelz et al., 1994) či 




Obr. 1. Struktura MV VACV. Šipky označují struktury virionu VACV: 1 – bikonkávní core, 2 – 
laterální tělíska, 3 – membrána. Převzato a upraveno z (Sodeik and Krijnse-Locker, 2002). 
 
2.1.3. Genom VACV 
Genom VACV (Obr. 2) je tvořen lineární dsDNA o velikosti 195 kbp s vlásenkami  
na koncích, pomocí nichž tak tvoří jednu molekulu. Tyto vlásenky jsou bohaté na AT páry 
a nachází se v oblasti tzv. invertovaných terminálních repetic (inverted terminal repeats, 
ITR). ITR se vyskytují na obou koncích genomu a obsahují stejnou sekvenci nukleotidů, 
ovšem v obráceném pořadí. Délka ITR i počet repetitivních sekvencí se liší v rámci 
jednotlivých kmenů VACV. ITR také obsahují v blízkosti terminální vlásenky vysoce 
konzervovanou sekvenci o velikosti menší než 100 bp, která je důležitá pro rozlišení 
dlouhých intermediálních produktů replikace DNA, tzv. konkatemerů, na maturovanou 
DNA VACV (Merchlinsky and Moss, 1989).  
 
Geny důležité pro replikaci VACV se nacházejí zejména v konzervované centrální oblasti, 
geny důležité pro virulenci a patogenicitu leží ve variabilních terminálních oblastech. 
Otevřené čtecí rámce (open reading frames, ORF) se navzájem většinou nepřekrývají  
a pojmenovány byly ještě před osekvenováním genomu kmene Copenhagen VACV. Jejich 
názvy vycházejí z fragmentů vzniklých štěpením restrikční endonukleázou Hind III: 
písmeny byly označeny fragmenty podle své velikosti, čísly pořadí genů v daném 
fragmentu a písmenem L/R (left/right) podle směru ORF (např. I7L). Výjimku tvoří Hind 
III fragment C, kde jsou ORF číslovány zprava. Jména produktů jednotlivých genů se pak 
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shodují s názvem kódujícího genu, ovšem písmena L/R jsou vynechána (např. gen I7L 
kóduje protein I7) (Moss, 2007).     
 
 
Obr. 2. Struktura genomu VACV. V horní části je ukázána strukturní mapa lineárního dsDNA 
genomu VACV, jednotlivé detaily následně odpovídají ITR a konzervované sekvenci nutné pro 
rozlišení konkatemerů na maturovanou DNA VACV. MOCV = molluscum contagiosum virus, 
FWPW = fowlpox virus (virus neštovic kuru), SFV = Shope fibroma virus, YLDV = Yaba-like 
disease virus.  Převzato od (Smith, 2007 ). 
 
2.1.4. Replikační cyklus VACV 
Replikační cyklus VACV (Obr. 3) se odehrává v cytoplazmě hostitelské buňky 
kaskádovitým mechanizmem, kdy produkty jedné fáze jsou nezbytně nutné  
pro uskutečnění fáze následující. Po vstupu viru do buňky dochází k uvolnění virového 
core do cytozolu hostitelské buňky, uvnitř něhož dochází k transkripci časných genů. 
Časné RNA jsou pak vytlačeny z core ven do cytoplazmy a po mikrotubulech 
transportovány do místa syntézy časných proteinů. Tyto genové produkty jsou důležité  
pro rozvolnění core, které je transportováno do perinukleárního prostoru, kde v oblasti tzv. 
virozomů (virových továren, viral factories) dochází k replikaci virové DNA, expresi 
intermediálních a pozdních genů a vytvoření tzv. intracelulárního viru (intracellular virus, 
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IV) obaleného jednou membránou. Tato partikule opouští buňku po její lyzi jako  
tzv. maturovaný virus (MV), nebo je po mikrotubulech transportována na povrch buňky, 
získává další dvě membrány odvozené od Golgiho aparátu nebo endozomů a opouší buňky 
exocytózou jako tzv. extracelulární virus (EV), který je obalený dvěma membránami. EV 
může zůstat asociovaný s plazmatickou membránou buňky a indukovat polymeraci aktinu 
do aktinových komet (actin tails), pomocí nichž infikuje sousední buňky, nebo může být 




Obr. 3. Replikační cyklus VACV. EV = extracelulární virus, MV = maturovaný virus, IV = 
intracelulární virus, dER = drsné endoplazmatické retikulum. Upraveno podle (Schramm and 
Locker, 2005). 
 
2.1.4.1. Vstup viru do buňky 
Vstup VACV do buňky je stále hodně diskutován a není prozatím zcela objasněn. Stále 
ještě neznáme molekulu receptoru, na který by se virus vázal, a zdá se, že VACV může 
vstupovat do buňky několika různými způsoby. Studium mechanizmu vstupu VACV  
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do buňky je ztíženo také existencí dvou typů partikulí (MV a EV), které se liší počtem 
membrán a  membránovými proteiny v nich obsaženými. 
2.1.4.1.1. Vstup MV 
MV je obalen jednou lipidovou dvojvrstvou a lze tudíž předpokládat, že bude do buňky 
vstupovat fúzí s membránou hostitelské buňky. Dosud nebyl objeven receptor, na který by 
se VACV vázal a který by tuto fúzi zprostředkoval. Navrhována byla vazba vakcíniových 
membránových proteinů A27 (Chung et al., 1998), H3 (Lin et al., 2000) a D8 (Hsiao et al., 
1999) na glykosaminoglykany, membránové proteiny hostitelské buňky, ovšem tato 
interakce závisí na typu hostitelské buňky a VACV může vstupovat do buněk i nezávisle 
na této vazbě (Carter et al., 2005).  
 
Ukazuje se, že VACV může do buňky vstupovat jak fúzí s plazmatickou membránou 
hostitelské buňky za neutrálního pH (Carter et al., 2005), tak internalizací a fúzí  
s membránou endozomu za nízkého pH (Townsley et al., 2006). Za schopnost fúze MV  
s membránou hostitelské buňky je odpovědný tzv. vstupní-fúzní komplex (entry-fusion 
complex) sestávající z VACV proteinů A16, A21, A28, G3, G9, H2, J5 a L5  (Senkevich et 
al., 2005). Tento multiproteinový komplex je nezbytný pouze pro fúzi membrán při vstupu 
viru do buňky, vazba MV na buněčný povrch je na tomto komplexu nezávislá. Stejné 
proteiny jsou také zabudovány do plazmatické membrány infikovaných buněk  
a zprostředkují tak virem indukovanou fúzi sousedních buněk a tvorbu syncytií (Senkevich 
et al., 2005).  
 
V současnosti se zdá, že MV využívá pro vstup do buňky fosfatidylserin zabudovaný  
do své membrány, pomocí kterého mimikuje apoptotická tělíska, a je stejně jako ona 
pohlcen do buňky procesem makropinocytózy (Mercer and Helenius, 2008). Vzniklý 
makropinocytozom může fúzovat s endozomem či být acidifikován a virus tak uvolní core 
do cytozolu buňky kyselou fúzí membrány virionu s membránou vezikulu. 
 
Novější články také ukazují, že MV vstupuje do hostitelské buňky přes lipidové rafty 
(Chung et al., 2005). Bylo identifikováno již několik molekul, které jsou asociované  
s lipidovými rafty a potřebné pro vstup VACV do buňky a které se tak stávají možnými 
kandidáty na buněčný receptor pro MV VACV. Jako první byl popsán nově objevený 
protein buněčné membrány nazvaný VPEF (vaccinia virus penetration factor) (Huang et 
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al., 2008). V letošním roce byl dále identifikován membránový glykoprotein typu II, CD98 
(Schroeder et al., 2012), a integrin β1 aktivující PI3K/Akt signalizační dráhu (Izmailyan et 
al., 2012).    
2.1.4.1.2. Vstup EV 
EV je obalený dvěma lipidovými dvojvrstvami, a tudíž se jeho vstup do buňky liší  
od vstupu MV. Vnější membrána obsahuje přídatné virové proteiny a musí být při vstupu 
do buňky odstraněna, protože vstupní-fúzní multiproteinový komplex se nachází na vnitřní 
membráně (Senkevich et al., 2005).  
 
EV může využívat obě možnosti vstupu do buňky – fúzi vnitřní membrány za neutrálního 
prostředí s plazmatickou membránou (Law et al., 2006) i za kyselého prostředí  
s membránou endozomu (Schmidt et al., 2011). Po adsorpci viru na povrch buňky dochází 
k nefúzogennímu odstranění vnější membrány interakcí s povrchovými polyanionickými 
molekulami buňky (Law et al., 2006) a následně k fúzi vnitřní membrány s plazmatickou 
membránou.  
 
EV na svém povrchu také vystavuje fosfatidylserin a stejně jako MV tak mimikuje 
apoptotická tělíska, a může tudíž do buňky vstupovat makropinocytózou (Schmidt et al., 
2011). Pro odstranění vnější membrány je nutné kyselé prostředí, které  
v makropinocytozomu vznikne acidifikací při jeho zrání či fúzí s endozomem, core je  
do cytoplazmy uvolněno kyselou fúzí vnitření membrány partikule s membránou vezikulu. 
2.1.4.1.3. Vstup různých kmenů VACV 
Vstup VACV do buňky se zřejmě liší i v rámci jednotlivých kmenů VACV. MV VACV 
kmene Western Reserve (WR) využívá apopotické mimikry a vstupuje do buňky 
makropinocytózou a následnou fúzí membrán za kyselého pH. Při vstupu VACV kmene 
WR makropinocytózou lze na hostitelské buňce pozorovat tzv. blebbing membrány 
související s aktivací GTPázy Rac1 (Mercer et al., 2010).  
 
Naproti tomu, MV VACV kmene International Health Department-J (IHD-J), Copenhagen 
a Elstree nejsou schopny fúze membrán za kyselého prostředí, ale vstupují do buňky 
přímou fúzí s plazmatickou membránou závislou na glykosaminoglykanech (Bengali et al., 
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2009). IHD-J neindukuje blebbing membrány, ale naopak rychlou tvorbu a prodlužování 
filopodií související s aktivací GTPázy Cdc42 (Mercer et al., 2010).  
2.1.4.1.4. Permisivita buněk pro VACV 
Permisivitou buněk je označována schopnost virem nakažených buněk uskutečnit 
genetický program  nukleové kyseliny viru. Rahbar et al. (2006) ukázali, že aktivace C-C 
chemokinového receptoru typu 5 (CCR5) VACV vede k selektivní aktivaci signálních drah 
umožnujících replikaci VACV v buňce – zablokování exprese či funkce CCR5 vede  
k inhibici infekce VACV v permisivních buňkách. Fosforylace tyrozinu 339 na CCR5 byla 
ukázána jako klíčová pro zprostředkování infekce VACV. Signalizační kaskáda, vedoucí 
od CCR5 a umožňující buňkám vykazovat permisivní fenotyp, zarhnuje fosforylaci  
a aktivaci např. Jak2, IRS-2, ERK1/2 a Grb2 proteinů (Rahbar et al., 2006). Jako faktor 
permisivity pro infekci VACV byl nově charakterizován glomulin, který je schopný 
interagovat s tyrozin-kinázovým receptorem c-Met, sám podléhá tyrozinové fosforylaci  
a vykazuje schopnost asociace se signálními proteiny (ERK1/2, IRS-2) (Rahbar et al., 
2012). Role CCR5 je také považována za důležitou ve zprostředkování systémového šíření 
infekce VACV in vivo (Rahbar et al., 2009). 
 
V souvislosti s CCR5 jako faktorem permisivity VACV je vhodné zmínit, že upregulace 
ligandů specifických pro CCR5 a jejich vazba na receptor vede k inhibici infekce HIV-1  
in vitro i in vivo (Lehner, 2002). Imunizace VACV je tak zvažována jako pomocný faktor 
bránící infekci HIV-1 (Carter, 2012; Weinstein et al., 2010). 
2.1.4.2. Transkripce virových genů 
Po vstupu viru do buňky je core transportováno po mikrotubulech dále do cytoplazmy  
do perinukleárního prostoru (Carter et al., 2003). Jako první dochází k transkripci časných 
genů uvnitř core, při které se využívají enzymy v něm přítomné a při které je přepsána  
cca polovina genomu VACV. Geny VACV jsou transkribovány virovou DNA-dependentní 
RNA polymerázou a vzniklé mRNA mají 5´methylovanou čepičku a jsou polyadenylovány 
na 3´ konci. Časné mRNA jsou vytlačeny póry z core ven do cytoplazmy a jsou 
transportovány po mikrotubulech do místa syntézy časných proteinů (Mallardo et al., 
2001). Při terminaci transkripce časných genů dochází k rozpoznání silného STOP kodonu 
(Yuen and Moss, 1987), vznikající mRNA jsou tedy homogenní ve své délce a nepodléhají 
sestřihu (Moss et al., 1991). Časné geny dávají vznik proteinům nutným k úniku  
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před imunitním systémem hostitele a faktorům potřebným pro uskutečnění replikace DNA 
VACV a transkripce intermediálních genů. 
 
Časné genové produkty způsobí další rozvolnění virového core a zpřístupnění DNA  
pro replikaci. Transkripce časných genů je ukončena a přepis intermediálních genů je 
započat s nástupem replikace DNA. K rozpoznání intermediálních promotorů virovou 
RNA polymerázou jsou potřebné i další virové a hostitelské faktory. Mezi produkty 
intermediálních genů patří také transkripční faktory pozdních genů (Smith, 2007 ). 
 
Transkripce pozdních genů vyžaduje časné a intermediální genové produkty a předchozí 
replikaci virové DNA. Při terminaci transkripce intermediálních a pozdních genů 
nedochází k rozeznání slabého STOP kodonu a vzniklé mRNA se liší délkou 3´ konce  
(Cooper et al., 1981). Pozdní genové produkty zahrnují proteiny nutné k rozdělení DNA 
konkatemerů na maturovanou DNA, strukturní proteiny a enzymy účastnící se transkripce 
časných genů, které jsou následně zabaleny do nově vznikajícího virového core. 
 
Jak bylo uvedeno výše, mezi terminací transkripce časných a intermediálních a pozdních 
genů VACV je rozdíl v rozeznání STOP kodonu, který zásadně mění rozložení signálu 
vzniklých mRNA na northern blotu (Xiang et al., 2000) (Obr. 4). Časné mRNA, které jsou 
ve své délce homogenní, detekujeme northern blotem jako jednotlivé proužky (Obr 4 – 
early mRNA). Intermediální a pozdní mRNA, které se liší délkou 3´ konce, vykazují  
na northern blotu heterogenní signál (Obr. 4 – intermediate mRNA, late mRNA). 
  
 




2.1.4.3. Replikace DNA VACV 
K replikaci DNA VACV (Obr. 5) dochází po syntéze časných proteinů přibližně 2 h.p.i. 
Začíná zavedením tzv. nicku (mezery) do jednoho vlákna dsDNA v blízkosti terminální 
vlásenky a jejím následným rozvolněním a zpřístupněním pro DNA polymerázu. Nick 
slouží jako primer, od kterého DNA polymeráza kopíruje rozvolněnou vlásenku  
a pokračuje v syntéze komplementárního vlákna až na konec templátu, a zpět, a vytvoření 
tak intermediálních konkatemerů, k jejichž rozdělení jsou nutné pozdní genové produkty. 
Jednotlivé genomy jsou pak během morfogeneze zabaleny do core virionů proteinem A32 
(Cassetti et al., 1998). Replikace, exprese intermediálních a pozdních genů a také následná 
morfogeneze intracelulárního viru se odehrává v perinukleárním prostoru v blízkosti centra 
organizujícího mikrotubuly (microtubule-organizing center, MTOC) ve virozomech, které 
během infekce získávají obal odvozený od drsného endoplazmatického retikula (Tolonen 
et al., 2001).  
 
 
Obr. 5. Replikace DNA VACV. Replikace DNA VACV probíhá tzv. „self-priming mechanizmem“ a 
zahrnuje vznik intermediálních konkatemerů, které jsou pomocí pozdních genových produktů 




2.1.4.4. Morfogeneze a uvolnění VACV 
Morfogeneze intracelulárního viru (IV) začíná vytvořením virových  membrán srpkovitého 
tvaru (crescent), do kterých se balí nukleoprotein, a dochází k maturaci a vzniku 
intracelulární formy infekční částice (Roberts and Smith, 2008). Původ virové membrány 
je dosud neznámý, stále ještě je diskutována i možnost de novo syntézy (Roberts and 
Smith, 2008; Sodeik and Krijnse-Locker, 2002). 
 
Maturace zahrnuje proteolytické dozrávání virionu působením I7 cysteinové proteinázy, 
která štěpí prekurzory proteinů virového core (Ansarah-Sobrinho and Moss, 2004a; Byrd et 
al., 2002), a G1 metaloproteinázy, která se účastní kondenzace core (Ansarah-Sobrinho 
and Moss, 2004b; Hedengren-Olcott et al., 2004).  
 
Pro morfogenezi IV je esenciální tvorba disulfidických vazeb v některých membránových 
proteinech VACV (Locker and Griffiths, 1999). Ta je zprostředkovaná redoxní dráhou, 
kódovanou VACV, sestávající ze tří thiolových oxidoreduktáz (E10, A2.5, G4) a dvou 
substrátových proteinů (L1, F9) (Obr. 6), které obsahují tři disulfidické vazby (Senkevich 
et al., 2002). E10 je prvním členem redoxní dráhy a za vzniku disulfidické vazby přenáší 
elektrony na FAD, které jsou finálně přeneseny na kyslík za vzniku H2O2. Druhým členem 
je A2.5, který pomocí disulfidických vazeb tvoří komplex s E10 a G4, třetím členem 
dráhy. G4 pak tvoří disulfidicky vázané komplexy se substrátovými proteiny L1 a F9 
(Senkevich et al., 2002).  
 
 
Obr. 6. Dráha tvorba disulfidických vazeb membránových proteinů VACV. Názvy jednotlivých 
členů odpovídají genům, které je kódují, tj. E10R ORF = protein E10 apod. Přenos disulfidických 
vazeb mezi jednotlivými proteiny se pravděpodobně odehrává na cytozolické straně membrány 
VACV. Převzato z (Senkevich et al., 2002). 
 
Nově vzniklá partikule IV opouští buňku třemi způsoby (Obr. 7) a dává vznik dvěma 
formám viru, které se liší počtem membrán i způsobem šíření infekce (Smith and Law, 
2004). i) IV opouští buňku po její lyzi a dává vznik maturovanému viru (MV), který je 
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obalen jednou  membránou s infikuje přilehlé buňky. ii) IV je pomocí mikrotubulů 
transportován na povrch buňky a během cesty získává dvě přídatné membrány odvozené 
od Golgiho aparátu (Schmelz et al., 1994) či endozomů (Tooze et al., 1993). Na povrchu 
buňky vnější membrána fúzuje s plazmatickou membránou a virus opouští buňku 
exocytózou za vzniku extracelulárního (obaleného) viru (EV) se dvěma membránami. EV 
se může od buňky uvolnit a infikovat sousední buňky či šířit infekci na dlouhé vzdálenosti, 
nebo zůstat asociován s buňkou a pod plazmatickou membránou indukovat polymeraci 
aktinu do aktinových komet a pomocí nich infikovat sousední buňky (Cudmore et al., 
1995). iii) IV může opustit buňku pučením přes plazmatickou membránu a uvolnit se jako 
EV a infikovat buňky přilehlé i vzdálené. Vlastní mechanizmus tohoto způsobu výstupu 
není zcela objasněn (Meiser et al., 2003).  
 
Pro šíření v hostitelském organizmu využívá VACV převážně EV, který se od buňky 
oddělí a šíří se na dlouhé vzdálenosti (Payne, 1980). EV je vzhledem k přítomnosti vnější 
membrány buněčného původu rezistentní k neutralizačním protilátkám (Law and Smith, 
2001) a komplementu (Vanderplasschen et al., 1998), zatímco MV nikoli. 
 
Podle dřívější nomenklatury lze maturovaný virus také nazývat „intracelulární maturovaný 
virus“ (intracellular mature virus, IMV), extracelulární virus, který je z buňky uvolněn  
a šíří se na dlouhé vzdálenosti, „extracelulární obalený virus“ (extracellular enveloped 
virus, EEV) a extracelulární virus, který zůstává spojený s buňkou a indukuje tvorbu 
aktinových komet, „obalený virus asociovaný s buňkou“ (cell-associated enveloped virus, 




Obr. 7. Dráhy výstupu VACV z infikovaných buněk. Intracelulární virus vznikající v oblasti 
virozomu (virus factory) opouští buňku třemi způsoby:  i) lyzí za vzniku maturovaného viru s jednou 
membránou, ii) exocytózou nebo iii) pučením ii, iii) za vzniku extracelulárního viru se dvěma 
membránami. Zde názvy jednotlivých morfologických forem viru podle staré nomenklatury: IMV = 
inracellular mature virus, intracelulární maturovaný virus; IEV = intracellular enveloped virus, 
intracelulární obalený virus; CEV = cell-associated enveloped virus, obalený virus asociovaný 
s buňkou, EEV = extracellular enveloped virus, extracelulární obalený virus. TGN = trans Golgi 
network, trans Golgi; EE = early endosomes, časné endozomy, MT = microtubules, mikrotubuly.  
Převzato a upraveno z (Smith and Law, 2004). 
 
2.1.5. Organizace replikačního cyklu VACV 
VACV, stejně jako ostatní viry, je obligátním intracelulárním parazitem, který využívá 
hostitelskou buňku pro uskutečnění úspěšné replikace a tvorbu infekčního potomstva.  
2.1.5.1. Internalizace VACV procesem makropinocytózy 
Nejnovější pohled na vstup VACV do buňky zahrnuje makropinocytózu a apoptotické 
mimikry (Mercer and Helenius, 2008) (Obr. 8). VACV vystavuje na svém povrchu 
fosfatidylserin, pomocí kterého napodobuje apoptotická tělíska a je tak internalizován 
buňkou bez indukce imunitní obrany. Iniciální asociace s hostitelskou buňkou zahrnuje 
vazbu na filopodia, pomocí kterých se VACV dostane blíže k povrchu buňky, a signalizaci 
vedoucí k přestavbě aktinového cytoskeletu a tvorbě tzv. blebbingu membrány.  
Pro internalizaci VACV je nezbytná účast aktinu, ezrinu, cortactinu, Rac1, RhoA a PAK1 
v tvorbě membránových „bublin“ . Účast blebbingu v internalizaci VACV je zapříčiněna 
31 
 
především retrakcí „bublin“ a přestavbou aktinu do původních struktur. Ta vede následně 
k invaginaci „bublin“, která dopraví virus do buňky (Mercer and Helenius, 2008).  
 
 
Obr. 8. Porovnání vstupu VACV do buňky s klasickou endocytózou. a) Většina virů, rostlinné a 
bakteriální toxiny vstupují do buňky endocytózou. Na obrázku tři základní typy endocytózy.  
b) VACV vstupuje do buňky makropinocytózou indukovanou vystaveným fosfatidylserinem. 
Převzato z (Sandvig and van Deurs, 2008). 
 
2.1.5.2. Mikrotubulární transport virového core a časných mRNA 
Po vstupu viru do buňky následuje retrográdní mikrotubulární transport virového core dále 
do cytoplazmy (Carter et al., 2003). Dosud nebyl přesně identifikován protein VACV, 
který by tento transport zprostředkoval. A10 a L4 vykazují vlastnosti proteinů 
asociovaných s mikrotubuly (microtubule-associated porteins, MAPs) a jsou schopny 
přímo vázat VACV core k mikrotubulům in vitro (Ploubidou et al., 2000). In vivo je ovšem 
L4 lokalizován na vnitřní straně virového core a možnost, jak vázat mikrotubuly, by tedy 
byla velice problematická (Ploubidou et al., 2000).  
 
V core VACV se bezprostředně po vstupu uskutečňuje transkripce časných genů a vzniklé 
mRNA jsou vytlačovány póry z core ven a transportovány po mikrotubulech do místa 
syntézy časných proteinů (Mallardo et al., 2001). V transportu časných mRNA byla 
publikována role L4 proteinu, který je schopen vázat jak mikrotubuly (Ploubidou et al., 
2000), tak RNA (Mallardo et al., 2001). Translace časných genů probíhá v unikátních 
granulárních strukturách v cytoplazmě, které dosahují velikosti až 1 µm, a které jsou 
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obklopeny ribozomy. Pro jejich organizaci je nutná účast mikrotubulů, protože  
při přítomnosti nocodazolu, agens depolymerujícího mikrotubuly, se tyto amorfní agregáty 
cytoplazmy netvoří a časné mRNA jsou rozptýleny volně v cytozolu (Mallardo et al., 
2001). Místo syntézy časných proteinů je vzdáleno od virového core a je odlišné svou 
strukturou, morfologií i lokalizací od virozomů, ve kterých probíhá replikace virové DNA 
(Mallardo et al., 2002).  
2.1.5.3. Virozomy 
Replikace, exprese intermediálních a pozdních genů a morfogeneze intracelulárního viru 
VACV se odehrává ve virozomech obalených membránou drsného endoplazmatického 
retikula (dER) (Carter et al., 2003). Obalení virozomů membránou dER usnadňuje 
replikaci DNA VACV (Tolonen et al., 2001). 
 
Core je do perinukleárného prostoru transportováno v asociaci s mikrotubuly, které 
zprostředkovávají i kontakt s parentální DNA (Tolonen et al., 2001). DNA-vazebný protein 
E8 je vhodným kandidátem pro zprostředkování iniciální vazby DNA na vnitřní membránu 
dER (Mallardo et al., 2001) a následné obalení budoucích virozomů membránou dER. 
 
Jednotlivé cisterny dER fúzují dohromady a vytvářejí tak obal kolem DNA. Z počátku 
infekce je tvořen velký počet takto obalených virozomů, s nástupem extenzivní replikace 
se jejich počet s nárůstem objemu zmenšuje (jednotlivé struktury „fúzují“ dohromady) 
(Tolonen et al., 2001). Vzhledem k tomu, že obal virozomů je tvořen z několika cisteren 
dER, jsou v něm pozorovány „mezery“, které slouží k výměně potřebných faktorů mezi 
virozomy a cytoplazmou. Na organizaci vnější i vnitřní struktury virozomů se podílí  
i vimentin (Risco et al., 2002). 
 
Přestože nebyla pozorována kolokalizace proteinů vnitřní jaderné membrány s virozomy, 
regulace jejich obalu (fosforylace/defosforylace membránových proteinů) i jejich 
morfologie vykazuje podobné uspořádání jako buněčné jádro. Virozomy tak bývají někdy 
označována za mini-jádra (mini-nuclei) (Tolonen et al., 2001).  
 
S nástupem morfogeneze a agregace intracelulárniho viru dochází k rozpadu membrány 
virozomů a následnému ukončení replikace virové DNA (Tolonen et al., 2001).  
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2.1.5.4. Transport VACV k povrchu buňky 
Poté, co VACV získá dvě přídatné membrány odvozené od trans-Golgi či endozomů, je 
virus anterográdním mikrotubulárním transportem dopraven na povrch buňky. Tento 
transport se odehrává prostřednictvím virového proteinu A36, který se nachází ve vnější 
membráně obalené částice a který zprostředkovává přímou vazbu partikule k lehkému 
řetězci  konvenčního kinezinu-1 (Rietdorf et al., 2001; Ward and Moss, 2004). Výsledky 
ukazující, že virus bez A36 proteinu je stále schopný dosáhnout buněčné periferie, 
naznačují, že kromě A36 existuje ještě minimálně jeden protein VACV schopný vázat 
kinezin-1. Ovšem vzhledem k tomu, že partikule bez A36 byly na povrch buňky 
transportovány méně efektivně, lze také uvažovat o možnosti, že extracelulární viry 
vzniklé bez přítomnosti A36 opustily buňku pučením přes plazmatickou membránu, tedy 
bez účasti mikrotubulů (Herrero-Martinez et al., 2005).  
 
Pro úspěšný transport VACV na povrch buňky je také důležitá interakce proteinu A36 
s membránovým proteinem A33 (Ward et al., 2003). A33 váže A36 v místě shodném  
s vazbou A36 na kinezin-1. To naznačuje, že by A33 mohl fungovat jako negativní 
regulátor zabraňující předčasnému navázání A36 na kinezin-1 (Ward and Moss, 2004).  
 
V transportu VACV na buněčnou periferii má důležitou, i když zatím nedefinovanou, roli 
také protein F12. Když F12 není přítomen ve virionu, dochází k akumulaci obaleného viru 
v perinukleárním prostoru, a VACV tak není transportován na buněčný povrch (Herrero-
Martinez et al., 2005; van Eijl et al., 2002). F12 nevykazuje schopnost interagovat s A36 
proteinem, a mohl by se tudíž účastnit regulace vazby A33 na A36 nebo regulace aktivity 
kinezinu-1 (Ward et al., 2003).  
 
Vsouvislosti s mikrotubulárním transportem VACV je diskutována i role proteinu A27. 
Sanderson et al. (2000) ukázali, že při represi A27 nedochází k rozšíření intracelulární 
formy VACV v cytoplazmě, a navrhli, že A27 je potřebný k transportu intracelulární 
partikule na povrch buňky (Sanderson et al., 2000). Ward et al. (2005) ovšem nedetekovali 
interakci A27 s kinezinem a naopak ukázali, že i při absenci A27 stále dochází 
k mikrotubulárnímu transportu VACV do oblasti zisku přídatných obalů – nepozorovali 
pouze finální produkci extracelulárního obaleného viru (Ward, 2005).  
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2.1.5.5. Tvorba aktinových komet 
Jak bylo uvedeno výše, VACV opouští buňku třemi způsoby. Jedním z nich je indukce 
tvorby aktinových komet (Cudmore et al., 1995), pomocí nichž VACV infikuje sousední 
buňky (Obr. 9). Vnější membrána partikule dopravené mikrotubuly na buněčný povrch 
fúzuje s plazmatickou membránou hostitelské buňky a virus opouští buňku exocytózou. Po 
fúzi dochází k odhalení proteinu B5, který spouští signalizaci přes dosud neidentifikovaný 
buněčný receptor, která vede k aktivaci tyrozinové kinázy rodiny Src (Src, Fyn, Yes) 
(Frischknecht et al., 1999) či Abl (Abl, Arg) (Newsome et al., 2006). Src (Abl) kináza poté 
fosforyluje protein A36 na Tyr112 a Tyr132 (Frischknecht et al., 1999), což má  
za následek jeho disociaci  od kinezinu-1 (Newsome et al., 2004). Fosforylovaný A36 
rekrutuje proteiny účastnící se polymerace aktinu (Grb2/Nck, N-WASP, Arp2/3), které  
pod partikulí indukují tvorbu aktinových komet (Scaplehorn et al., 2002). Signalizace 
vedoucí k polymeraci aktinu do aktinových komet tak mimikuje dendritický nukleační 
model integrinové signalizace pro tvorbu lamelipodií (Frischknecht et al., 1999).  
 
 
Obr. 9. Transport obaleného viru na povrch buňky a signalizace vedoucí k polymeraci aktinu 
do aktinových komet. Názvy jednotlivých forem partikulí zde podle staré nomenklatury, tj, IEV = 
intracellular enveloped virus, intracelulární obalený virus; CEV = cell-associated enveloped virus, 
obalený virus asociovaný s buňkou. Názvy proteinů VACV odpovídají genům, které je kódují,  




Experimentálně lze aktinové komety vizualizovat např. phalloidinem konjugovaným 
s fluorescenční značkou, který detekuje filamentární aktin, a pomocí fluorescenčně 
značeného povrchového proteinu VACV (Obr. 10). 
 
 
Obr. 10. Vzorový obrázek aktinových komet. Červeně značený vakcíniový protein A33 je 
viditelný na špičkách aktinových komet značených zeleně. Převzato a upraveno z (Rottger et al., 
1999). 
 
2.1.6. Interakce VACV s hostitelskou buňkou 
Infekce VACV zásadním způsobem ovlivňuje stav hostitelské buňky. Tzv. cytopatický 
efekt (CPE) je možné pozorovat již od 30 – 60 min po infekci (v závisloti na použité 
multiplicitě infekce – multiplicity of infection, MOI) a projevuje se zakulacením buňky, 
ztrátou adheze k povrchu a shlukováním. Dochází také k zásadnímu ovlivnění 
metabolizmu hostitelské buňky (inhibici syntézy hostitelské DNA, RNA a proteinů)  
(Buller and Palumbo, 1991), modulaci imunitní odpovědi (Perdiguero and Esteban, 2009)  
a inhibici apoptózy. Na následujících řádcích jsou popsány efekty infekce VACV  
na hostitelskou buňku mající spojitost s tématem diplomové práce.   
2.1.6.1. Buněčná motilita indukovaná VACV 
VACV indukuje motilitu hostitelské buňky na dvou úrovních. i) Časné genové produkty 
způsobují migraci buňky, ke které dochází v 9 – 12 h.p.i. Migraci buňky předchází již 
zmíněné zakulacení. ii) Pozdní proteiny indukují tvorbu protruzí dosahujících délky až 160 
µm. Tyto výčnělky vznikají kondenzací a prodloužením buněčných lamelipodií, a liší se 
tedy od aktinových komet. Indukce buněčné motility by mohla být pro VACV výhodná 
z hlediska usnadnění šíření infekce in vivo (Sanderson and Smith, 1998).  
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2.1.6.2. Buněčná kontraktilita indukovaná VACV 
CPE, pozorovatelný pod mikroskopem, lze rozdělit na několik částí: zakulacení, opětovné 
zploštění buňky (tzv. reflattening), migrace, tvorba cytoplazmatických protruzí (Sanderson 
and Smith, 1998). Zakulacení a reflattening lze připsat buněčné kontraktilitě indukované 
VACV, která úzce souvisí s výše popsanou motilitou infikovaných buněk. 
 
Kontraktilita infikovaných buněk je důsledkem alterace cytoskeletu, kterou VACV 
způsobuje. Během určitých fází infekce dochází k rozpadu mikrotubulů (Ploubidou et al., 
2000), aktinu i intermediálních filament a s tím souvisejícím změnám v organizaci Golgiho 
aparátu, endozomů a mitochondrií (Schepis et al., 2006). Prvotním spouštěčem všech zde 
uvedených změn je alterace mikrotubulů (Schepis et al., 2006), jejíž důsledkem je 
přeskupování buněčných struktur, změna tvaru buňky (Obr. 11) a buněčná kontraktilita, 
která je výhodní pro lokalizaci virozomů (Schramm et al., 2006). Jak bylo popsáno výše, 
virozomy získávají během infekce membránu odvozenou od dER. Na počátku infekce lze 
v buňce pozorovat hodně malých struktur, které se buňkou pohybují v asociaci 
s mikrotubulárním retrográdním transportním systémem, s nástupem replikace DNA 
dochází ke zmenšení počtu virozomů a zvětšení jejich objemu a vzniku tzv. mini-nuclei 
(Tolonen et al., 2001). Mini-nuclei ovšem nejsou do perinukleárního prostoru dopravovány 
po mikrotubulech, ale právě díky buněčné kontraktilitě (Schramm et al., 2006), pomocí 
které se dostanou do lokality výhodné k uskutečnění dalších fází replikačního cyklu. 
 
S nástupem maturace a morfogeneze intracelulárního viru dochází k dalšímu přeskupení 
buněčných struktur (Obr. 11). Intracelulární partikule musí být obalena dvěma přídatnými 
membránami a dopravena na buněčný povrch pomocí anterográdního mikrotubulárního 
transportu. V čase, kdy nastává morfogeneze intracelulární partikule, se membrána 
virozomů rozpadá a ukončuje se replikace virové DNA (Tolonen et al., 2001). 
V souvislosti s tímto procesem dochází k opětovnému nárůstu mikrotubulů, které mají  
za cíl dopravit intracelulární partikuli na povrch buňky. Se znovuobnovením struktury 
mikrotubulů souvisí i redistribuce mitochondrií a polymerace centrálního aktinu vedoucí  
k reflatteningu buňky (Schepis et al., 2006). Ke stresovým vláknům se během transportu 
partikule na buněčný povrch přidává i zesílení periferního aktinu, rozsáhlé větvení buňky  





Obr. 11. Shrnutí buněčných změn objevujících se během infekce VACV. Převzato z (Schepis 
et al., 2006). 
2.1.6.2.1. RhoA-mDia inhibice zprostředkovaná F11 
V dynamice mikrotubulů infikovaných buněk, v exocytóze obalené partikule a v buněčné 
motilitě související s těmito procesy hraje důležitou roli inhibice RhoA-mDia signalizace 
zprostředkovaná proteinem F11 VACV (Arakawa et al., 2007a; Arakawa et al., 2007b; 
Valderrama et al., 2006).  
 
Mikrotubuly mají v pozdějších fázích infekce za úkol dopravit obalený virus na povrch 
buňky. Jejich konce jsou tedy daleko více dynamické a snaží se nejvíce dosáhnout buněčné 
periferie. Pro uskutečnění tohoto procesu je nezbytně nutná inhibice RhoA-mDia 
signalizace, která za fyziologických podmínek vede k posílení stabilizace a snížení 
dynamiky mikrotubulů. Tato inhibice je zprostředkovaná vakcíniovým proteinem F11  
(Arakawa et al., 2007b), který se na RhoA váže podobným způsobem jako ROCK,  
a inhibuje tak RhoA-zprostředkovanou signalizaci (Valderrama et al., 2006).  
 
RhoA-mDia signalizace je důležitá také v remodelaci aktinového cytoskeletu. Byla 
pozorována účast této signalizace na obnovení kortikálního aktinu po blebbingu 
membrány. Kortikální aktin tvoří bariéru na povrchu buňky a musí být pro úspěšnou 
exocytózu VACV remodelován. Tato remodelace je uskutečněna opět inhibicí RhoA-mDia 




V neposlední řadě je inhibice RhoA-mDia signalizace proteinem F11 nutná pro rozvolnění 
kortikálního aktinu a pro tvorbu lamelipodiálních protruzí podílejících se na motilitě buněk 
infikovaných VACV (Valderrama et al., 2006).  
 
2.2. Eradikace pravých neštovic, postvakcinační komplikace, budoucnost 
vakcinace 
Infekce virem varioly (VARV) způsobuje onemocnění nazývané pravé (černé) neštovice, 
vyznačující se zejména puchýřkovitými neštovicemi na kůži a vnitřních orgánech, 
respiračními symptomy, horečkou a slabostí. Transmise onemocnění se děje přímým 
kontaktem s infikovanou osobou, s kontaminovanými předměty či kapénkovou infekcí. 
Onemocnění vyvolané variolou major dosahovalo 25 – 30% mortality (Damon, 2007).  
 
Lidstvo bojovalo proti pravým neštovicím již od pradávna. Ve Staré Číně byla zavedena 
tzv. variolace, při které lidé vdechovali nebo si na kůži aplikovali strupy či tekutinu 
z puchýřků způsobených VARV. V roce 1798 zavedl Edward Jenner tzv. vakcinaci  
(od latinského „vacca“ – kráva), při které inokuloval do kůže jedinců materiál z lézí 
vzniklých po infekci krav virem kravských neštovic. Někdy během let 1798 – 1939 se 
ovšem virus používaný na imunizaci změnil a nový virus dostal jméno VACV (Smith, 
2007 ). Vzhledem k výborným výchozím podmínkám možnosti vyhubení pravých 
neštovic, jakými jsou křížová reaktivita antigenů mezi jednotlivými zástupci rodu 
Orthopoxvirus a neexistence zvířecího rezervoáru, zahájila WHO v roce 1967 eradikační 
kampaň proti pravým neštovicím. Poslední případ černých neštovic byl dokumentován 
v roce 1977 v Somálsku, v roce 1980 prohlásila WHO původce pravých neštovic  
za eradikovaného a zastavila tak celoplošné očkování (WHO, 1980). Postupně byly 
zničeny i téměř všechny zásoby VARV, v současnosti je VARV oficiálně uchováván 
pouze ve dvou laboratořích světa: v Atlantě v USA a v Novosibirsku v Rusku 
(Remichkova, 2010).  
 
Vzhledem k rostoucím obavám společnosti ze zneužití VARV pro bioteroristické účely se 
v USA začalo opětovně očkovat proti pravým neštovicím. K očkování se dnes používají 
tzv. vakcíny 2. generace odvozené od původního očkovacího kmene Dryvax
® 
(Wyeth 
Laboratories), ale připravované ve tkáňových kulturách (Artenstein, 2008). Překážkou 
obnovení celoplošného očkování jsou postvakcinační komplikace VACV, které byly 
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zaznamenány během eradikační kampaně, a riziko vzniku těžkých onemocnění  
u imunosuprimovaných osob (Kaiser, 2007), kterých v populaci přibývá. Mezi nejčastější 
postvakcinční komplikace patřila progresivní vakcínie (vaccinia necrosis, vaccinia 
gangrenosum) objevující se u imunodeficientních jedinců, postvakcinační ekzém (eczema 
vaccinatum) – lokalizovaná či generalizovaná diseminace VACV u pacientů s atopickou 
dermatitidou, generalizovaná vakcínie (vaccinia generalisatum) – puchýřky na místech 
vzdálených od místa inokulace objevující se v důsledku virémie VACV. Dokumentovány 
byly i další sporadické postvakcinační komplikace, jako např. postvakcinační encefalitida 
či meningoencefalitida, myokarditida, perikarditida a artritida (Remichkova, 2010).  
 
Pro možnost očkování zejména imunokompromitovaných jedinců se v současné době 
vyvíjejí nové bezpečnější vakcíny. Nejvhodnějším kandidátem se prozatím jeví 
nereplikující se vakcínie MVA (modified vaccinia virus Ankara), která byla připravena  
v Německu atenuací CVA kmene vakcínie (chorioallantois vaccinia virus strain Ankara). 
MVA ztratila přibližně 15 % genomu, což má za následek neschopnost šíření viru in vitro 
(McCurdy et al., 2004). Bezpečnost MVA byla prokázána na několika 
imunosuprimovaných zvířecích modelech a nyní je klinicky zkoušena pro možnost použití 
v lidské populaci (Seaman et al., 2010; Wilck et al., 2010). 
 
Kromě hrozby zneužití VARV jako bioteroristické zbraně je dalším důvodem pro vývoj 
bezpečné vakcíny také schopnost dalších poxvirů infikovat člověka. Jedná se o virus 
opičích neštovic, virus kravských neštovic, orf virus, virus nepravých kravských neštovic  
a virus molluscum contagiosum (Remichkova, 2010).  
2.3. Látky interferující s replikačním cyklem VACV 
Postvakcinační komplikace jsou zapříčiněny hlavně únikem VACV z místa inokulace, jeho 
replikací a dalším šířením hostitelským organizmem. Proto je při jejich léčbě nutné účinně 
zablokovat replikační cyklus VACV.  
2.3.1. Cidofovir 
V současnosti jediným lékem schváleným FDA pro léčbu postvakcinačních komplikací je 
cidofovir (Vistide
®
). Cidofovir (CDV) je nukleosidový analog cytozinu, (S)-1-(3-hydroxy-
2-phosphonylmethoxypropyl)cytozin (HPMPC) (Obr. 12), používaný pro léčbu 
cytomegalovirové infekce u pacientů s AIDS (De Clercq, 2007). Za zmínku stojí, že tento 
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preparát byl vyvinut profesorem Antonínem Holým (De Clercq et al., 2005; Declercq et 
al., 1986). Nevýhodou tohoto léku však je nutnost intravenózního podání a nefrotoxicita 
(Safrin et al., 1997).  
 
 
Obr. 12. Porovnání struktury dCMP a jeho analogu CDV. Převzato z (Andrei and Snoeck, 
2010). 
 
Účinek CDV byl původně popsán pro replikační cyklus lidského cytomegaloviru, lze jej 
ale použít na všechny dsDNA viry způsobující lidská onemocnění. CDV účinkuje  
na úrovni replikace virové DNA, kterou blokuje několika způsoby. i) Po vstupu do buňky 
je CDV buněčnými enzymy přeměněn na CDV-difosfát (CDV-PP) (Cihlar and Chen, 
1996). CDV-PP vykazuje větší afinitu k virové DNA polymeráze v porovnání 
s hostitelskou DNA polymerázou (Cherrington et al., 1994; Xiong et al., 1996), a funguje 
tak jako kompetitivní inhibitor dCTP. ii) CDV-PP může sloužit jako alternativní substrát 
virové DNA polymerázy, a být tudíž, po odebrání pyrofosfátové skupiny, zainkorporován 
do rostoucího řetězce nově syntetizované DNA. Vzhledem k tomu, že CDV obsahuje  
v acyklické části molekuly OH skupinu, nemusí tato inkorporace nutně vést k terminaci 
syntézy DNA. iii) Inkorporace CDV však vede ke znatelnému zpomalení DNA syntézy  
a zavedení dvou molekul CDV již vede k úplnému zastavení replikace DNA (Xiong et al., 
1997).   
2.3.2. CMX001 




dose.pdf). Jeho největší výhodou oproti CDV je nižší nefrotoxicita a možnost perorálního 
podávání (Parker et al., 2008).  
 
CMX001 je tvořen přidáním lipidu, 3-hexadecyloxy-1-propanolu, na fosfonátovou část CDV. 
Po vstupu CMX001 do buňky dochází k odštěpení lipidové části fosfolipázou (Obr. 13b)  
a dvěma fosforylacím (Obr. 13c,d) dávající vznik CDV-PP (Obr. 13d). Ten pak účinkuje výše 
popsaným způsobem (Lanier et al., 2010). 
 
 
Obr. 13. Přeměna CMX001 na CDV-PP. Převzato z (Lanier et al., 2010). 
2.3.3. ST-246 
Další molekula, ST-246 (Tecovirimat) (Obr. 14), je nyní, stejně jako CMX001,  
v klinickém zkoušení (www.siga.com/?ID=65). ST-246 účinkuje ve fázi morfogeneze 
VACV (Yang et al., 2005). Pro obalení intracelulárního viru membránami endozomu je 
důležitá tvorba komplexu proteinů vykonávajících tuto funkci (wrapping complex). Tento 
komplex sestává z VACV proteinu F13 a komponent transportních vezikulů odvozených 
od pozdního endozomu (Rab9, TIP47) (Chen et al., 2009). ST-246 blokuje interakce F13 






Obr. 14. Struktura ST-246. Převzato z (Prichard and Kern, 2012). 
 
Rozdílná místa zásahu ST-246 a CMX001 umožňují těmto dvěma molekulám působit  
na replikační cyklus orthopoxvirů synergicky (Quenelle et al., 2007).  
2.3.4. VIG 
I v současnosti se na zvládnutí  některých postvakcinačních komplikací používá VACV 
imunoglobulin (VIG), který byl připravován jako koncentrát gamaglobulinu z plazmy 
očkovaných osob. Dvě intravenózně podávané lékové formy VIG (VIGIV Cangene  
a VIGIV Dynport) byly schváleny FDA k léčbě progresivní vakcínie, eczema vaccinatum  
a generalizované vakcínie (Wittek, 2006).   
2.3.5. Kyselina ethakrynová 
Během mnoha let intenzivního výzkumu bylo popsáno několik dalších látek interferujících 
s replikačním cyklem poxvirů (např. methisazon, rifamcin, proteázové inhibitory, imatinib) 
(Obr. 15). Mezi ně patří i kyselina ethakrynová (ethacrynic acid, EA), jejíž schopnost 
inhibice exprese pozdních genů VACV byla publikována laboratoří Dr. Mělkové v roce 
2009 (Spisakova et al., 2009). Na tyto výsledky navazuje moje diplomová práce, která si 





Obr. 15. Látky interagující s replikačním cyklem VACV. Převzato z (Prichard and Kern, 2012). 
 
EA (Obr. 16) je nenasycený ketonový derivát kyseliny aryloxyoctové 
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=3278&loc=ec_rcs) a známé 
diuretikum (Melvin et al., 1963). EA účinkuje v Henleově kličce, kde inhibuje transport 
chloridových iontů (Griffiths and Simmons, 1987). V současnosti se však příliš nepoužívá 
a bývá nahrazena furosemidem, který vykazuje méně vedlejších účinků.   
 
 
Obr. 16. Struktura EA. Převzato z www.wikipedia.org. 
 
EA je alkylační látka vážící se na SH skupiny, a modulující tak funkce proteinů  
(či peptidů). Nejvýznamnější je inhibice glutathion-S-transferáz (GST), která bývá klinicky 
využívána v potenciaci účinků cytostatik (Schultz et al., 1997). GST patří mezi 
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detoxifikační enzymy, které katalyzují konjugaci glutathionu s různými xenobiotiky, 
usnadňují tak jejich rozpustnost ve vodě a s tím související vylučování z organizmu. 
Rezistence vznikající na alkylující chemoterapeutika byla přímo spojena s nadprodukcí 
GST (Schultz et al., 1997). EA je schopna vytvořit konjugát s glutathionem, který pak 
slouží jako inhibitor GST. EA je také kompetitivním inhibitorem  
1-chloro-2,4-dinitrobenzenu, generického substrátu GST (Ploemen et al., 1990). 
2.3.5.1. Vliv EA na cytoskelet 
EA také reverzibilně moduluje stavbu cytoskeletu a s tím související tvar buňky. Možnost 
využití tohoto účinku se testuje při snižování nitroočního tlaku u glaukomu (Melamed et 
al., 1992; Rao et al., 2005; Shimazaki et al., 2007). U buněk ošetřených EA byl pozorován 
rozpad mikrotubulů, aktinu, α-actininu, vinculinu a vimentinu (Ericksonlamy et al., 1992), 
defosforylace některých proteinů fokální adheze, rozrušení buněčných spojů (Obrien et al., 
1997) a zakulacení buňky (Ericksonlamy et al., 1992).  
 
Rozpad mikrotubulů byl pozorován již 10 min po přidání EA, zatímco alterace dalších 
struktur až o 2 hod později. Mikrotubuly po ošetření EA vykazovaly jinou morfologii  
než po ošetření nocodazolem, což nasvědčuje tomu, že EA působí jiným mechanizmem 
než nocodazol, tj. neovlivňuje vlastní tvorbu polymerních struktur, ale pravděpodobně 
alteruje přímo mikrotubuly. Efekt vysokých koncentrací EA na rozpad mikrotubulů lze 
také zvrátit taxolem (Ericksonlamy et al., 1992). 
 
Vzhledem k tomu, že rozpad mikrotubulů, způsobený např. nocodazolem, má za následek 
posílení tvorby stresových vláken (Liu et al., 1996), lze usuzovat, že efekty EA na aktin 
jsou nezávislé na jejích efektech na mikrotubuly, a jsou spíše důsledkem narušení 
fokálních adhezí (Obrien et al., 1997).  
 
Navzdory tomu, že studium účinku EA na cytoskelet a buněčný tvar začal již před mnoha 
lety, neexistují žádné novější články přesně vysvětlující mechanizmus, jakým EA 
cytoskeletární struktury ovlivňuje. Pro defosforylaci proteinů fokálních adhezí a jejich 
následné rozrušení byla hypotetizována interakce s cysteiny těchto proteinů poblíž místa, 
kde jsou fosforylovány (Obrien et al., 1997). Rozpad aktinu je pravděpodobně důsledkem 
zhroucení fokálních adhezí (Obrien et al., 1997), ale nelze vyloučit, že by EA mohla 
interagovat s přímo s cysteiny stěžejními pro tvorbu filamentárního aktinu (Malm, 1984). 
45 
 
Byla popsána schopnost EA inhibovat tvorbu (assembly) mikrotubulů in vitro, podmíněná 
interakcí s SH skupinami cysteinů nutných pro jejich polymeraci (Xu et al., 1992). 
Experimentálně byly vyloučeny cysteiny β239 a β354 (Luduena et al., 1994), ale průkaz, 
že se EA váže predikované cysteiny β12, β201 či β211 (Luduena et al., 1994), žádná další 
studie nepřinesla. Pomocí dvou metod, tzv. motility eseje a ko-sedimentační eseje, byl 
studován také účinek EA na schopnost kinezinu vázat se na mikrotubuly. Získané výsledky 
si však odporují  – zatímco v motility eseji EA byla schopna za určitých podmínek zabránit 
navázání kinezinu na mikrotubuly, v ko-sedimentační eseji ho naopak spíše podněcovala 
(Walker et al., 1997). 
2.3.5.2. Vliv EA na růstový cyklus VACV, hypotézy a cíle diplomové 
práce 
V roce 2009 publikovala laboratoř Dr. Mělkové výsledky studie zaměřující se na sledování 
účinku různých redox-modulujících agens na růst VACV (Spisakova et al., 2009). 
Publikované výsledky ukazují, že EA a kyselina lipoová (LA), narozdíl od  
β-merkaptoethanolu, dithiotreitolu a kyseliny askorbové, inhibují růst VACV in vitro. 
Tento efekt byl pozorován na několika různých buněčných liniích.  
 
V rámci studia mechanizmu účinku obou látek (EA, LA) bylo pozorováno, že neovlivňují 
vstup VACV do buňky, expresi časných genů ani replikaci VACV DNA, ale účinkují  
ve fázi exprese pozdních genů VACV. EA efektivně účinkovala v rozsahu nízkých 
mikromolárních koncentracích (Obr. 17), zatímco LA v rozsahu vysokých 
mikromolárních koncentracích. V popisované publikaci byly pomocí MTT testu stanoveny 
i hodnoty CC50 a indexu selektivity (selectivity index, SI) EA  v liniích různého 





Obr. 17. Hodnoty efektivních koncentrací, CC50 a SI EA. Převzato z (Spisakova et al., 2009). 
 
Moje diplomová práce navazuje na tyto dříve publikované výsledky (Spisakova et al., 
2009) a snaží se přispět k bližšímu objasnění mechanizmu účinku EA na růstový cyklus 
VACV. Prozatímní hypotézy o účinku EA jsou takové, že by EA, jako SH-reaktivní agens, 
mohla ovlivňovat thiolové skupiny faktorů, které ovlivňují expresi pozdních genů VACV. 
Publikovaná data ovšem naznačují i možnost, že by EA mohla účinkovat také ve fázi 
následující po expresi pozdních genů, např. morfogenezi. EA způsobovala znatelně větší 
pokles na úrovni celkového titru viru, oproti hladině celkových proteinů, a IC50 vypočtená 
z inhibice celkového titru viru byla nižší, než IC50 vypočtená z aktivity luciferázy  
(v experimentech byly používány rekombinantní viry exprimující luciferázu a její aktivita 
odpovídá úrovni exprese proteinů).  
 
Morfogeneze VACV zahrnuje cytozolickou redoxní dráhu katalyzující tvorbu 
disulfidických vazeb v některých membránových proteinech VACV (Locker and Griffiths, 
1999) a je tedy možné, že by EA mohla s touto tvorbou interferovat. Dále bylo ukázáno,  
že amidové deriváty EA vykazují schopnost inhibice aktivního místa cysteinové proteázy 
Mpro coronavirů (Kaeppler et al., 2005). Jak bylo popsáno výše, pro maturaci core VACV 
je nezbytná účast cysteinové proteinázy I7 (Ansarah-Sobrinho and Moss, 2004a; Byrd et 
al., 2002), a nelze tedy vyloučit možnost, že by EA mohla inhibovat také její funkci. 
V neposlední řadě, EA interferuje s hlavními cytoskeletárními proteiny (Ericksonlamy et 
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al., 1992), které jsou nezbytně nutné pro uskutečnění replikačního cyklu VACV, a mohla 
by tak interferovat s transportem nově vytvořeného virového potomstva na buněčný povrch 
či s jeho šířením z buňky na buňku.  
 
Náplň mojí diplomové práce lze rozdělit do několika cílů. Prvním cílem bylo zjistit,  
na jaké úrovni exprese pozdních genů EA působí – zda inhibuje transkripci či translaci 
pozdních genů. Druhým cílem bylo ověřit, zda EA ovlivňuje i fáze následující po expresi 
pozdních genů – zejména pak morfogenezi. Třetím cílem bylo provést počáteční 
experimenty studia účinku EA na intracelulární transport VACV zprostředkovaný 
mikrotubuly a posledním cílem bylo stanovit vhodné experimentální podmínky  



















3. Materiál a metody 
3.1. Materiál 
3.1.1. Chemikálie 
Běžné chemikálie byly od firem Sigma (Švýcarsko) nebo Penta (ČR), v seznamu jsou 
uvedeny pouze speciální chemikálie. 
 
7-AAD (Sigma, Švýcarsko) 
Agar (ST IMUNA, ČR) 
Agaróza (Biozym, Rakousko) 
Akrylamid/N, N´-methylenbisakrylamid, 37,5:1 (Serva Electrophoresis, Německo) 
Aqua pro injectione (Fresenius Kabi, Německo) 
Bovinní sérum albumin (Sigma, Švýcarsko) 
Cykloheximid (Sigma, Švýcarsko) 
DAPI (Sigma, Švýcarsko) 
Ethidium bromid (Boehringer Mannheim, Německo) 
Hoechst 33342 (Intergen, USA) 
Immu-mount médium (Thermo Scientific, USA) 
Instant Nonfat Dry Milk (Nestlé, USA) 
Kyselina ethakrynová (Sigma, Švýcarsko) 
Nocodazol (Sigma, Švýcarsko) 
Paclitaxel (Sigma, Švýcarsko) 
Phalloidin konjugovaný s Alexa Fluor-488 (Invitrogen, USA) 
Ponceau (Sigma, Švýcarsko) 
RNA Blue (Top-Bio, ČR) 
Rychloustalovač (Foma, ČR) 
Vývojka (Foma, ČR) 
West Femto (Thermo Scientific, USA) 
3.1.2. Složky kultivačního média 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) s vysokým obsahem glukózy (4,5 g/l) (PAA 
Laboratories, Rakousko)  
Neonatální telecí sérum (Gibco/Invitrogen, USA) 
49 
 
Penicilin (PAA Laboratories, Rakousko)  
Streptomycin (PAA Laboratories, Rakousko) 
3.1.3. Enzymy 
Bam HI + pufr REAct 3 (Invitrogen, USA) 
Eco RI + pufr SuRE/Cut Buffer H (Boehringer Mannheim, Německo) 
Eco RV + pufr REAct 2 (Gibco BRL, USA) 
Lyzozym (Sigma, Švýcarsko) 
Rnáza A (Sigma, Švýcarsko) 
3.1.4. Protilátky 
Králičí polyklonální protilátka proti luciferáze (Santa Cruz, USA) 
Myší monoklonální protilátka proti α-tubulinu (TU-01 (Draber et al., 1986), ČR)  
Sekundární kozí protilátka proti králíkovi, konjugovaná s peroxidázou (Cappel Research 
Products, Švédsko) 
Sekundární kozí protilátka proti myši, konjugovaná s AMCA (Jackson ImmunoResearch, 
UK) 
3.1.5. Hmotnostní standardy 
GeneRuler 1 kbp DNA Ladder (Fermentas, EU) 
PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, EU).  
3.1.6. Kity 
BCA Protein Assay Kit (Pierce-Thermo Scientific, USA) 
DNA Lego kit (Top-Bio, ČR) 
North2South
®
 Biotin Random Prime Labeling Kit (Thermo Scientific, USA) 
North2South
® 
Chemiluminiscent Hybridization and Detection Kit (Thermo Scientific, 
USA) 
3.1.7. Ostatní použitý materiál 
Laboratorní plast – jednorázové pipety, destičky a plotny pro tkáňové kultury, kultivační 
láhve pro tkáňové kultury, zkumavky 15 a 50 ml  (Techno Plastic Products, TPP, 
Švýcarsko). 




Laboratorní plast – špičky do 10 µl (Biotix, USA) 
Laboratorní plast – 1,5 ml RNase-free mikrozkumavky (Biologicals, ČR) 
Lab-Tek Chamber Slide: Glass Slide Sterile (Nunc-Thermo Scientific, USA) 
Minifold II
®
 (Schleicher and Schuell, Německo) 
Mini-Protean 3 (BioRad, USA) 
Nitrocelulózová membrána (BioRad, USA) 
Nylonová membrána Nytran 0,45 µm (Schleicher and Schuell, Německo) 
Rentgenový film Medix XBU (Foma, ČR) 
Whatman 3 MM (Schleicher and Schuell, Německo) 
3.1.8. Běžné roztoky 
Složení jednotlivých roztoků je uvedeno u konkrétních metod. Pokud není uvedeno jinak, 
byly roztoky ředěny či připravovány v Milli-Q H2O. Všechny přídavky do tkáňových 
kultur byly sterilizovány filtrací přes 0.2 um filtry (TPP), případně autoklávováním.  
 
■ 10× PBS: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 ve 100 ml Milli-Q H2O 
■ 0,5 M EDTA (pH = 8): 18,61 g EDTA • 2 Na
+ 
• 2 H2O ve 100 ml Milli-Q H2O, pH 
upraveno na 8,0 pomocí 1 M NaOH  
3.2. Seznam použitých laboratorních přístrojů 
BioPhotometer V1.32 (Eppendorf, Německo) 
CCD kamera Cohu 4912 (Cohu, USA) 
CCD kamera Hammamatsu ORCA C4742-80-12AG (Hammamatsu, Japonsko) 
Centrifuge 5415C, 5810R (Eppendorf, Německo) 
Centrifuge BR4 (Jouan, Francie) 
Cooling-Heating Thermostat CH-100 (Biosan, Lotyšsko) 
Chemical Duty Vaccum/Pressure Pump WP 6122050 (Millipore, USA) 
Deep Freezer VXE (Jouan, Francie) 
Forma IIA (Forma Scientific, USA) 
Forma Biological Safety Cabinet model 1202  (Forma Scientific, USA) 
Horkovzdušný sterilizátor HS61A (Torey Pines Scientific, USA) 
Laboratorní inkubátor HERA cell CO2 (Heraeus, USA) 
Mini Rocker MR-1 (Biosan, Lotyšsko) 
Mini Shaker MS1 (IKA, Německo) 
51 
 
Olympus IX-70 (Olympus, Japonsko) 
Olympus IX81 (Olympus, Japonsko) 
Shaking Incubator NB-205 (N-Biotek. Inc., Jižní Korea) 
Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, USA) 
Ultrasonic Homogenizer Series 4710 (Cole Parmer, USA) 
Ultrasonic Processor CPX 750 (Cole Parmer, USA) 
Victor3 fluorescent plate reader (PerkinElmer, USA)GFL Incubation/Inactivation Water 
Baths 14 Litres – 1003 (GFL Gesellschaft Labortechnik, Německo) 





 CS5 (Adobe, USA) 
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., USA) 
Microsoft Office 2007 (MS Word, MS Excel, MS PowerPoint; Microsoft Corporation, 
USA) 
NIS-Elements AR 3.0  (Nikon, Japonsko) 
Software fy © Olympus Soft Imaging Solutions (Olympus, Japonsko) 
Software LUCIA 4.6 (Laboratory Imaging Ltd., ČR) 
3.3. Buněčné linie 
3.3.1. Roztoky pro kultivaci a pasážování buněk 
■ 10% NCS-DMEM: DMEM (PAA Laboratories) s vysokým obsahem glukózy (4,5 g/l), 
10% neonatální telecí sérum (NCS, Gibco/Invitrogen) inaktivované při 65 °C, penicilin    
(1 × 10
5 
U/l, PAA) a streptomycin (100 mg/l, PAA) 
■ Trypsin: 2,5 g trypsin, 0,5 g EDTA, 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g 
KH2PO4 v 1 l Milli-Q H2O, sterilizováno filtrací přes 0,22 µm filtr 
3.3.2. Kultivace buněk 
Buněčné linie HeLa G (epiteliální buňky lidského cervikálního karcinomu) a BSC-40 
(lidvinné buňky kočkodana zeleného) byly kultivovány v 10% NCS-DMEM v inkubátoru 
(HERA cell CO2, Heraeus) při 37 °C, 5% CO2 atmosféře a 95% vlhkosti. Pasážovány byly 
dvakrát týdně trypsinizací a jejich množství bylo stanoveno počítáním v Neubaurově 
komůrce. Mrtvé buňky byly od živých rozlišeny barvením 0,1% trypanovou modří  
v 1× PBS.  
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3.3.3. Pasážování buněk 
Buňky byly pěstovány ve středně velkých kultivačních lahvích (TPP) (povrch 75 cm
2
) 
v cca 20 ml 10% NCS-DMEM. Při pasážování bylo médium z lahví slito, buňky byly 
opláchuty 1,5 ml trypsinu a inkubovány ve 2 ml trypsinu cca 5 min v inkubátoru. Trypsin 
byl inaktivován přidáním 5 ml 10% NCS-DMEM a shluky buněk byly rozrušeny 
pipetováním. Pro další kultivaci bylo v lahvích ponecháno 0,5 ml BSC-40 či 1 ml HeLa G 
a bylo přidáno 20 ml 10% NCS-DMEM. Pro buňky pěstované ve velkých kultivačních 
lahvích (povrch 150 cm
2
) byly použity dvojnásobné objemy. 
3.3.4. Počítání buněk 
Zpasážováné buňky byly promíchány a byly odebrány alikvóty na určení jejich denzity.  
50 µl buněk bylo smícháno s 50 µl 0,1% trypanové modři v 1× PBS a množství živých 
buněk (počet buněk/ml) bylo stanoveno v Neubauerově komůrce. 
3.4. Viry 
3.4.1. Roztoky pro kultivaci infikovaných buněk 
■ Médium: DMEM (PAA Laboratories) s vysokým obsahem glukózy (4,5 g/l), penicilin  
(1 × 10
5 
U/l, PAA) a streptomycin (100 mg/l, PAA)  
■ 2% NCS-DMEM: 20 ml 10% NCS-DMEM + 80 ml média (DMEM) 
3.4.2. Použité viry 
V experimentech byly používány rekombinantní viry vakcínie odvozené od kmene 
Western Reserve (WR) připravené homologní rekombinací do virového genomu do genu 
kódujícího thymidin kinázu. Všechny rekombinantní viry byly připraveny a popsány dříve 
(Honner, 2007; Liskova et al., 2011; Rodriguez et al., 1988; Rodriguez and Smith, 1990). 
V rámci této práce bylo provedeno pouze pomnožení a příprava hrubého extraktu viru 
exprimujícího luciferázu pod časným virovým promotorem p7.5 (3.4.3.). Seznam a stručná 












WR-LUC exprimuje luciferázu  
pod časným a pozdním promotorem p7.5 
Rodriguez et al. 1988 
WR-LUC L exprimuje luciferázu  
pod pozdním promotorem p4b 
Rodriguez and Smith 
1990 
WR-EGFP exprimuje EGFP 
pod časným a pozdním promotorem p7.5 
Honner 2007, Liskova 
et al. 2011 
 
Tab. 1. Seznam a stručná charakteristika rekombinantních virů používaných v diplomové 
práci.  
 
3.4.3. Příprava hrubého extraktu rekombinantního viru WR-LUC 
Buňky BSC-40 narostlé na hustotu 30 × 10
6
 ve 25 ml 10% NCS-DMEM na kultivační 
plotně (150 cm
2
) byly 24 hodin po nasetí infikovány rekombinantím virem WR-LUC  
o MOI = 0,05 a byly inkubovány v inkubátoru ve 2% NCS-DMEM až do viditelného 
cytopatického efektu. Cca 48 hodin po infekci (h.p.i.) byly buňky sklizeny pipetováním, 
centrifugovány (2000 rpm, centrifuga Jouan BR4, rotor S40, 4 °C, 5 min). Pelet buněk byl 
dvakrát opláchnut 10 ml média a resuspendován vortexováním ve 2 ml média. Suspenze 
byla následně sonikována 5 × 5 s (Ultrasonic Processor CPX 750, Cole Parmer, 80% 
výkon, 670 J) a centrifugována (4000 rpm, centrifuga Jouan BR4, rotor S40, 4 °C, 5 min). 
Supernatant byl převeden do nové zkumavky, pelet buněk byl resuspendován v 1 ml 
média, sonikován a centrifugován za stejných podmínek. Supernantanty byly následně 
spojeny, sonikovány 3 × 10 s a opět centrifugovány. Supernatant, tj. hrubý extrakt viru, byl 
převeden do nové zkumavky a plakovou zkouškou byl stanoven titr viru.  
3.4.3.1. Stanovení titru WR-LUC 
Stanovení titru WR-LUC v hrubém extraktu bylo provedeno pomocí plakové zkoušky. 
Alikvóta hrubého extraktu viru byla sonikována 3 × 5 s (Ultrasonic Homogenizer Series 
4710, Cole Parmer, max. výkon). 0,3 × 10
6 
buněk BSC-40 bylo naseto na 12-jamkovou 
destičku, 24 h po nasetí bylo opláchnuto 0,5 ml média a infikováno 200 µl desítkového 
ředění viru (v duplikátech) v médiu. Infekce probíhala 1 h v ikubátoru za občasného 
kývání (každých 10 min). Následně bylo inokulum odsáto a buňky byly dále kultivovány 
v 1 ml 2% NCS-DMEM v inkubátoru 42 h. Buňky byly poté fixovány 4% 
paraformalehydem v 1× PBS a barveny 1% krystalovou violetí ve 2% paraformaldehydu 




Při standardním postupu infekce byly buňky nasety 24 h před infekcí v hustotě 0,3 × 10
6 
v 1 ml na 24-jamkové destičky, v hustotě 1,5 × 10
6 
v 5 ml na 6-jamkové destičky  
a v hustotě 0,282 × 10
6  
v 0,9 ml na 4-komůrková sklíčka (Lab-Tek Chamber Slide: Glass 
Slide Sterile, Nunc-Thermo Scientific). Před vlastní infekcí byly buňky opláchnuty 
médiem (0,5 ml/24-jamkové destičky a 4-komůrková sklíčka, 2 ml/6-jamkové destičky)  
a následně k nim bylo přidáno virové inokulum naředěné v médiu (200 µl/24-jamkové 
destičky a 4-komůrková sklíčka, 1 ml/6-jamkové destičky). Infekce probíhala 1 h  
v inkubátoru za občasného kývání. Následně bylo inokulum odsáto a buňky byly dále 
kultivovány v 2% NCS-DMEM v inkubátoru. U kontrolních neinfikovaných buněk 
probíhal proces infekce v samotném médiu (tj. bez viru). V experimentech vyžadujících 
přítomnost inhibitoru po celou dobu trvání pokusu byl tento inhibitor (naředěn v médiu  
a přidáván v objemu 10 µl) přidán do inokula, odsán s inokulem a opět přidán  
do kultivačního média 2% NCS-DMEM.  
3.6. Stanovení infekčního titru viru 
Stanovení infekčního titru viru v jednotlivých experimentech bylo provedeno pomocí 
plakové zkoušky na 96-jamkové destičce podle (Jesus et al., 2009) s úpravami podle  
Dr. Mělkové. 
3.6.1. Stanovení celkového titru viru 
Při stanovení celkového titru viru byly infikované buňky sklizeny pipetováním  
či škrábáním v celkovém objemu média, lyzovány 3 × zmražením (-80 °C) a rozmražením 
a sonikovány 3 × 5 s (Ultrasonic Homogenizer Series 4710, Cole Parmer, max. výkon). 
Bylo provedeno desítkové ředění lyzátů v médiu a 20 µl každého ředění bylo naneseno  




). Následně bylo přidáno 6 × 10
4
 čerstvě 
ztrypsinizovaných buněk BSC-40 ve 130 µl 2,3% NCS-DMEM (infekce tak probíhala  
ve 2% NCS-DMEM) a buňky byly inkubovány 24 h v inkubátoru. Fixace a barvení 
probíhaly podle 3.4.3.1.  
3.6.2. Stanovení titru intracelulárního a extracelulárního viru 
Titr intracelulárního a extracelulárního viru byl stanovován z experimentů, ve kterých 
infekce probíhala v HeLa G buňkách nasetých na 24-jamkovou destičku (tj. v 1 ml 
kultivačního média). Pro stanovení titru extracelulárního viru bylo odebráno 600 µl média, 
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které bylo centrifugováno (2000 rpm, centrifuga Jouan BR4, rotor AB 2.14, 5 min, 4 °C), 
převedeno do nové 1,5 ml zkumavky a zmraženo v -80 °C; buněčný pelet byl ponechán. 
Pro stanovení intracelulárního viru byl na pelet napipetován zbytek média, které bylo 
centrifugováno (2000 rpm, centrifuga Jouan BR4, rotor AB 2.14, 5 min, 4 °C) a vyhozeno; 
pelet byl ponechán na ledu. K buňkám v kultivační destičce byl přidán 1 ml 1× PBS 
(sterilizovaného filtrací přes 0,22 µm filtr). Buňky byly  následně sklizeny pipetováním  
či škrabáním a v celém objemu byly přidány na pelet. Pelet byl resuspendován a buňky 
byly lyzovány 3 × zmražením a rozmražením. Odběry extracelulárního i intracelulárního 
viru byly sonikovány 3 × 5 sec (Ultrasonic Homogenizer Series 4710, Cole Parmer,  




) , fixace a barvení  
podle 3.4.3.1. 
3.7. Northern blot 
3.7.1. Sklízení buněk 
Infikované HeLa G buňky narostlé na 6-jamkových destičkách do hustoty 3 × 10
6
 byly 
v daných intervalech po infekci sklizeny pipetováním, centrifugovány (2000 rpm, 
centrifuga Jouan BR4, rotor S40, 5 min, 4 °C), opláchnuty 1 ml 1× PBS a zmraženy  
v -80 °C.  
3.7.2. Izolace RNA  
Izolace RNA byla provedena pomocí RNA Blue (Top-Bio), fungujícího na bázi 
fenol/chloroformové extrakce (kyselý fenol, (Chomczynski and Sacchi, 1987)), 
s drobnýmy změnami.  
 
Pelety buňěk byly homogenizóvany ve stojánku temperovaném na -20 °C v 1 ml RNA 
Blue pipetováním a vortexováním a byly inkubovány 5 min při pokojové teplotě (room 
temperature, RT). Ke vzorkům bylo  přidáno 200 µl chloroformu, bylo jimi 15 s 
vortexováno a byly inkubovány 5 min při RT. Následovala centrifugace (12 000 g, 10 min, 
4 °C) a vzniklá vodná fáze obsahující RNA byla přenesena do nové zkumavky (RNase-free 
1,5 ml mikrozkumavky, Biologicals) a precipitována přidáním 0,5 ml izopropanolu. 
Vzorky byly inkubovány 15 min při 4 °C a centrifugovány (12 000 g, 10 min, 4 °C). 
Supernatant byl odstraněn, pelet RNA byl dvakrát opláchnut centrifugací (12 000 g, 5 min, 
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4 °C) v 1 ml 75% ethanolu. Pelety RNA byly sušeny na vzduchu a rozpuštěny ve 20 µl 
vody pro injekce (aqua pro injectione, Fresenius Kabi).  
 
Koncentrace RNA byla určena pomocí spektrofotometického měření absorbance  
při 260 nm (Eppendorf BioPhotometer V1.32, cRNA (µg/ml) = 40 × A260 × diluční faktor; 
ředění pro každý vzorek 100× a 50×). Čistota RNA byla stanovena poměrem A260/A280 
(čistá RNA má poměr A260/A280 mezi hodnotami 1,9 – 2,1,  hodnoty nižší naznačují 
kontaminaci proteiny, hodnoty vyšší kontaminaci chloroformem) a poměrem A260/A230 
(čistá RNA má poměr A260/A230 mezi hodnotami 1,9 – 2,1, hodnoty nižší naznačují 
kontaminaci fenolem). 
3.7.3. Agarózová RNA elektroforéza 
3.7.3.1. Roztoky pro agarózovou RNA elektroforézu 
■ 10× MOPS: 2,93 g 0,2 M MOPS, 2,05 g 50 mM CH3COONa, 10 ml 0,5 M EDTA v 500 
ml Milli-Q H2O; upraveno na pH 7,0  pomocí 5 M NaOH; ošetřeno DEPC  
(0,1% DEPC-MOPS); autoklávováno 
■ 0,5 M EDTA: 9,305 g EDTA do 50 ml Milli-Q H2O; upraveno na pH 8,0 pomocí 5 M 
NaOH, ošetřeno DEPC (0,1% DEPC-EDTA); autoklávováno 
■ H2O: MilliQ-H2O; ošetřena DEPC (0,1% DEPC-H2O); autoklávována 
■ 10× nanášecí barvička: 50 µl 0,5% bromfenolová modř, 40 µl ethidium bromid  
(1 mg/ml), 10 µl 10× MOPS 
3.7.3.2. Příprava vzorků 
7,5 µg RNA bylo denaturováno ve směsi obsahující 6,8 µl RNA ve vodě na injekci, 3 µl 
10× MOPS, 5,2 µl 37% formaldehydu, 15 µl formamidu. Denaturace probíhala 5 min  
při 65 °C, vzorky byly poté drženy na ledu. K 30 µl vzorku bylo přidáno 3,3 µl  
10× koncentrované nanášecí barvičky 
3.7.3.3. RNA elektroforéza 
8 µl z každého vzorku bylo rozděleno pomocí 1% RNA agarózového gelu (Biozym) 
obsahující 6,3% formaldehyd a 1× MOPS („RNA agarózový gel“). Po kontrole množství 
ribozomálních RNA a jeho případné úpravě (s využitím měření intenzity fluorescence 
pomocí programu NIS-Elements AR 3.0, Nikon) bylo za stejných podmínek rozděleno  
cca 5 µg RNA (ve 20 µl nanášky, elektroforéza probíhala při konstantním proudu 40 mA  
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1 h, který byl poté zvýšen na 60 mA). Tato RNA byla následně přenesena na nylonovou 
membránu. 
3.7.4. Transfer RNA na membránu 
3.7.4.1. Roztoky pro northern blot 
■ 50 mM NaOH + 10 mM NaCl: 1 g NaOH + 0,3 g NaCl v 500 ml H2O 
■ 10× SSC: 131,49 g NaCl + 66,17 g dihydrátu citrátu sodného v 1,5 l H2O 
3.7.4.2. Přenesení RNA na membránu 
Gel byl máčen 2 × 15 min v 50 mM NaOH s 10 mM NaCl a poté 2 × 15 min v 10× SSC  
na horizontální třepačce. Nylonová membrána (Nytran 0,45 µm, Schleicher and Schuell) 
byla inkubována 1 min v H2O a 5 min v 10× SSC. RNA byla přenesena na membránu 
vzlínáním v 10× SSC přes noc (Obr. 18): přes nádobu s 0,5 l 10× SSC byla upevněna 
plastová podložka, přes kterou byly položeny dva dlouhé filtrační papíry Whatman 
(Whatman 3 MM, Schleicher and Schuell) namočené v 10× SSC, které svými konci 
zasahovaly do 10× SSC ve spodní nádobě. Na filtrační papíry byl položen gel, byly 
odstraněny bubliny a na gel byla položena nylonová membrána. Opět byly odstraněny 
bubliny a na membránu byly položeny dva filtrační papíry Whatman namočené v 10× SSC 
a dva suché filtrační papíry Whatman. Gel byl orámován parafilmem. Na filtrační papíry 
byla položena 15 cm vysoká vrstava papírových ručníků a celá soustava byla zatížena 2 × 
0,5 kg závažím. Po přenosu RNA na membránu byly na membráně vyznačeny polohy 
jamek hřebenu v gelu a pod dlouhovlnným UV (396 nm) polohy rRNA. RNA byla  
na membránu fixována teplem v horkovzdušném sterilizátoru (HS61A, Torey Pines 





Obr. 18. Schéma přenosu RNA na membránu kapilárním vzlínánim. 
 
3.8. Příprava DNA próby 
3.8.1. Izolace plazmidové DNA 
3.8.1.1. Roztoky pro izolaci plazmidové DNA 
■ LB agar: 10 g pepton, 5 g kvasničný autolyzát, 10 g NaCl, 15 g agar (ST IMUNA) v 1 l 
Milli-Q H2O; autoklávováno; ošetřeno ampicilinem (100 µg/ml, PAA) 
■ LB médium: 10 g pepton, 5 g kvasničný autolyzát, 10 g NaCl v 1 l Milli-Q H2O; 
autoklávováno 
■ Lyzační pufr: 8% sacharóza, 5% triton X-100, 0,05 M EDTA, 0,05 M Tris; pH 8,0 
■ TE pufr: 250 µl 2 M Tris, 100 µl 0,5 M EDTA v 50 ml Milli-Q 
■ 10× vzorkový pufr (Blue juice): 25% Ficoll, 0,1 M Tris, 1 mM EDTA, 0,25% 
bromfenolová modř; pH = 7,5 
3.8.1.2. Izolace plazmidu – miniprep  
Bakterie E. coli kmene DH5α nesoucí rekombinantní plazmid s cDNA pro luciferázu 
(pcDNA3-LUC) byly pěstovány přes noc při 37 °C na LB agaru. Jednotlivé kolonie byly 
druhý den vyočkovány a přes noc pomnoženy v 5 ml LB média při 37 °C a 250 rpm (Mini 
Rocker MR-1, Biosan). Narostlé bakterie byly peletovány centrifugací (3000 rpm, 
centrifuga Eppendorf 5810R, rotor A-4-62, 4 °C, 5 min) a lyzovány v 700 µl lyzačního 
pufru. Následně bylo přidáno 50 µl lyzozymu (10 mg/ml, Sigma) a lyzační směs byla 
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inkubována 5 min na ledu. Vzorky byly dále vařeny 2 × 45 s a centrifugovány (14 000 
rpm, centrifuga Eppendorf 5810R, rotor F45-30-11, 4 °C, 10 min). Po odstranění peletů  
se zbytky bakterií byla DNA ze supernatantu vysrážena přidáním 700 µl izopropanolu 30 
min inkubací v -20 °C a peletována centrifugací (14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5810R, 
rotor F45-30-11, 4 °C, 10 min). Pelet byl rozpuštěn ve 150 µl TE a znovu vysrážen 
přidáním 350 µl 7,5 M octanu amonného a 1 ml absolutního ethanolu 30 min inkubací  
v    -20 °C. Následovala centrifugace (14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5810R, rotor  
F45-30-11,  4 °C, 10 min) a 2 × promytí peletu DNA v 500 µl 70% ethanolu. DNA byla 
usušena na vzduchu a rozpuštěna v 50 µl TE pufru.  
3.8.1.3. Ověření izolace plazmidu restrikční analýzou 
Pro ověření správnosti izolace byl plazmid štěpen restrikčními endonukleázami Bam HI 
(Invitrogen) a Eco RV (Gibco BRL). Reakce probíhala 1 h při 37 °C v restrikční směsi 
obsahující 16 µl H2O, 2 µl pufru pro danou restrikční endonukleázu (Tab. 2), 1 µl DNA  
a 1 µl enzymu. Poté byl ke vzorku přidán 1 µl 10× koncentrované Rnázy A (10 mg/ml, 
Sigma) a 2 µl 10× koncentrovaného vzorkového pufru (Blue juice). 10 µl vzorku bylo 
rozděleno pomocí 1% agarózového gelu (Biozym) obsahující 1× TBE, 0,1 µg/ml ethidium 
bromidu (Boehringer Mannheim). Elektroforéza probíhala v 1× TBE za konstantního 
napětí 80 V.  
 
RE RE pufr firma 
Bam HI REAct 3 Invitrogen 
Eco RV REAct 2 Gibco BRL 
Eco RI SuRE/Cut Buffer H Boehringer Mannheim 
Tab. 2: Seznam použitých restrikčních endonukleáz (RE) a pufrů. 
3.8.2. Izolace fragmentu pro přípravu próby 
Pro izolaci fragmentu luciferázové cDNA byl plazmid podroben dvojímu následnému 
štěpení pomocí restrikčních endonukleáz Eco RV  (Gibco BRL) a Eco RI (Boehringer 
Mannheim). První reakce probíhala přes noc při 37 °C v restrikční směsi obsahující 19 µl 
H2O, 4 µl REAct 2, 15 µl DNA a 2 µl Eco RV. Následně byla DNA precipitována přidáním 
20 µl 7,5 M octanu amonného a 120 µl absolutního ethanolu a inkubací 6 h v -20 °C a 5 
min v -80 °C. DNA byla peletována centrifugací (14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 
5810R, rotor F45-30-11, 4 °C, 10 min) a 2 × promyta 200 µl 70% ethanolu. Pelet DNA byl 
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sušen na vzduchu a rozpuštěn ve 34 µl H2O a 4 µl SuRE/Cut Buffer H. Byly přidány 2 µl 
Eco RI a druhé restrikční štěpení probíhalo přes noc při 37 °C. Ke vzorku byly přidány 2 µl 
10× koncentrované Rnázy A (10 mg/ml, Sigma) a 4 µl 10× koncentrovaného vzorkového 
pufru (Blue juice). Celkový objem vzorku byl rozdělen pomocí 1% agarózového gelu 
(Biozym) obsahující 1× TBE, 0,1 µg/ml ethidium bromidu (Boehringer Mannheim). 
Elektroforéza probíhala v 1× TBE za konstantního napětí 80 V 1,5 hod. Jako hmotnostní 
standard byl použit GeneRuler 1 kbp DNA Ladder (Fermentas).  
 
Vyštěpený fragment o velikosti 851 bp byl vyříznut z gelu a vložen do 1,5 ml zkumavky. 
Uvolnění vlastní DNA z gelu bylo provedeno pomocí kitu DNA Lego kit (Top-Bio) 
s určitými úpravami. Agaróza byla rozpuštěna ve 3 objemech (210 µl) DNA vazebného 
pufru 15 min inkubací v 55 °C a častým vortexováním. Do nové 1,5 ml zkumavky bylo 
dáno 50 µl „DNA bind“ partikulí, které byly centrifugovány (14 000 rpm, centrifuga 
Eppendorf 5415C, rotor F45-18-11, RT, 30 s). Supernatant byl odstraněn a pelet partikulí 
byl vortexován. K „DNA bind“ partikulím byla přenesena rozpuštěná agaróza. Směs byla 
inkubována 10 min při pokojové teplotě, často vortexována a následně centrifugována 
(14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5415C, rotor F45-18-11, RT, 1 min). Supernatant byl 
odstraněn a pelet byl 2 × promyt resuspendováním v 1 ml promývacího pufru. Pelet byl 
resuspendován (5 min, 50 °C, vortexování) v 15 µl vody pro injekce předehřáté na 50 °C. 
Vzorek byl centrifugován (14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5415C, rotor F45-18-11, RT, 
2 min), supernatant převeden do nové zkumavky („supernatant 1“), pelet vortexován  
a resuspendován (5 min, 50 °C, vortexování) v 10 µl vody pro injekce předehřáté na 50 °C. 
Následovala centrifugace (14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5415C, rotor F45-18-11, RT, 
2 min) a převedení supernatantu k „supernatantu 1“. Pro odstranění zbytku „DNA bind“ 
partikulí byla suspenze centrifugována (14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5415C, rotor 
F45-18-11, RT, 1 min), supernatant s DNA byl převeden do nové 1,5 ml zkumavky.  
3.8.3. Biotinylace próby 
Biotinylace próby byla provedena podle kitu North2South
®
 Biotin Random Prime Labeling 
Kit (Thermo Scientific) s drobnými úpravami. K 20 µl DNA byly na ledu přidány 4 µl 
H2O  a 10 µl směsi heptanukleotidů. DNA byla denaturována vařením po dobu 5 min  
a rychle zmražena v -80 °C (5 min). Roztok DNA byl ponechán na ledu a bylo do něj 
přidáno 10 µl 5× dNTP směsi obsahující biotin-11-dUTP (1:4), 5 µl 10× reakčního pufru  
a 1 µl Klenowova fragmentu. Značení probíhalo při 37 °C přes noc. Reakce byla zastavena 
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přidáním 2 µl 0,5 M EDTA (pH 8,0) a směs byla dále držena na ledu. DNA byla 
precipitována přidáním 5 µl 5 M octanu amonného a 110 µl absolutního ethanolu 30 min 
inkubací v -20 °C. Následovala centrifugace (14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5810R, 
rotor F45-30-11, 4 °C, 30 min), odstranění supernantantu a promytí peletu v 70% ethanolu 
(2 ×; 167 µl, 14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5810R, rotor F45-30-11, 4 °C, 15 min). 
Supernatant byl odstraněn, pelet DNA usušen na vzduchu, rozpuštěn ve 100 µl vody  
pro injekce a naředěn ve 20 ml North2South
® 
hybridizačního pufru.  
3.9. Northern blot – hybridizace a detekce biotinylované próby 
Hybridizace biotinylované DNA próby s luciferázovou RNA na nylonové membráně  
a chemiluminiscenční detekce biotinylované próby streptavidinem konjugovaným 
s křenovou peroxidázou a pomocí luminolu probíhala podle North2South
® 
Chemiluminiscent Hybridization and Detection Kit (Thermo Scientific) s určitými 
úpravami. 
3.9.1. Roztoky pro hybridizaci biotinylované próby 
■ 2× SSC/0,1% SDS: 17,5 g NaCl, 8,8 g dihydrátu citrátu sodného + 5 ml 20% SDS v 1 l 
H2O, pH 7,0 
■ 0,5× SSC/0,1% SDS: 250 ml 2× SSC pH 7,0 + 5 ml 20% SDS v 1 l H2O 
3.9.2. North2South
® 
Chemiluminiscent Hybridization and Detection Kit (Thermo 
Scientific) 
Roztoky použité pro hybridizaci a detekci byly předem temperovány na 37 °C, sonikovány 
(2 × 15 s, Ultrasonic Processor CPX 750, Cole Parmer, 80% výkon, 670 J) a temperovány 
na potřebnou teplotu pro použití.  
 
Prehybridizace membrány probíhala v 20 ml North2South
® 
hybridizačního pufru 1 hod  
při 55 °C ve vodní lázni (100 µl/cm
2
). Próba naředěná v North2South
® 
hybridizačním 
pufru byla denaturována při 100 °C 10 min a zchlazena 5 min na ledu. Hybridizace 
probíhala v celkovém množství próby naředěné v North2South
® 
hybridizačním pufru (20 
ml =100 µl/cm
2
) při 55 °C přes noc. Nespecificky navázáná próba byla odmyta v 3 × 15 
min v 2× SSC/0,1% SDS při 55 °C. Membrána byla inkubována v blokovacím pufru 15 
min při pokojové teplotě na kývačce. Část blokovacího pufru byla slita, byl do něj přidán 
streptavidin konjugovaný s křenovou peroxidázou na výslednou koncentraci 1:200 
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(v celkovém objemu) a roztok byl nalit zpět na membránu. Membrána byla inkubována 15 
min při pokojové teplotě na kývačce. Následně byla membrána promyta 4 × 5 min v 1× 
promývacím pufru (pokojová teplota, kývání) a poté přenesena do nové nádoby  
a inkubována 5 min v pufru pro ekvililibraci substrátu (Substrate Equilibration Buffer)  
při pokojové teplotě na kývačce. Bylo smícháno odpovídající množství roztoku 
obsahujícího luminol/enhancer s roztokem stabilního peroxidu, ve kterém byla membrána 
inkubována 5 min ve tmě (50 µl roztoku/1 cm
2
). Membrána byla částečně osušena  
a vložena do plastikové fólie do kazety a exponována na rentgenový film (Medix XBU, 
Foma), který byl vyvolán pomocí vývojky a rychloustalovače (Foma). 
3.10. Dot blot 
Dot blot sloužil k optimalizaci podmínek odmývání po hybridizaci. Nukleové kyseliny 
naředěné ve 3 µl vody pro injekce byly denaturovány 5 min při 65 °C, zchlazeny 5 min  
na ledu, nakapány na nylonovou membránu (Nytran 0,45 µm, Schleicher and Schuell)  
a fixovány v 80 °C 2 hod. Prehybridizace probíhala v North2South
® 
hybridizačním pufru 1 
hod při 55 °C. Próba naředěná v North2South
® 
hybridizačním pufru byla denaturována  
při 100 °C 10 min a zchlazena 5 min na ledu. Hybridizace probíhala v množství úměrném 
velikosti membrány (100 µl/cm
2
) při 55 °C přes noc. Pro odmytí nespecificky navázané 
próby byly testovány 2 podmínky: 1) 48 °C, 3 × 15 min v 2× SSC/0,1% SDS, 2) 48 °C, 2 × 
15 min v 2× SSC/0,1% SDS, 1 × 15 min v 0,5× SSC/0,1% SDS. Další kroky již byly 
provedeny podle 3.9.2. 
3.11. Slot blot 
K detekci luciferázové RNA VACV metodou slot blot byla použita aparatura Minifold II
®
 
(Schleicher and Schuell), která byla sestavena podle návodu od výrobce (Obr. 19). 
Všechny komponenty aparatury, které přišly do styku s membránou či RNA, byly omyty 
ve vodě pro injekce, deska s jamkami pro nanesení vzorků byla řádně omyta detergentem  
a opláchnuta vodou pro injekce. Nylonová membrána byla 5 min inkubována ve vodě  
pro injekce. Na základní podložku bylo upevněno silikonové těsnění, deska pro připojení 
vakua, 2 filtrační papíry Whatman (Whatman 3 MM, Schleicher and Schuell) namočené  
ve vodě pro injekce, nylonová membrána a deska s jamkami pro nanesení vzorků. Sendvič 
byl zafixován pomocí postranních upínacích lišt. Aparatura byla následně připojena  
na vakuum (Chemical Duty Vaccum/Pressure Pump WP 6122050, Millipore), pomocí 
kterého bylo přes nylonovou membránu prosáto celkem cca 30 ml vody pro injekce. 
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Nukleové kyseliny naředěné v objemu 200 µl vody pro injekce byly naneseny do jamek. 
Pomocí vakua byla přes nylonovou membránu prosáta voda pro injekce, nukleové kyseliny 
zůstaly zachyceny na membráně, na kterou byly následně fixovány v 80 °C 2 hod. 
Prehybridizace probíhala v North2South
® 
hybridizačním pufru 1 hod při 55 °C. Próba 
naředěná v North2South
® 
hybridizačním pufru byla denaturována při 100 °C 10 min  
a zchlazena 5 min na ledu. Hybridizace probíhala v množství úměrném velikosti 
membrány (100 µl/cm
2
) při 55 °C přes noc. Odmytí nespecificky navázané próby 
probíhalo při 48 °C, 3 × 15 min v 2× SSC/0,1% SDS. Další kroky již byly provedeny  
podle 3.9.2.  
 
 
Obr. 19. Minifold® II aparatura pro slot blot. Upraveno podle protokolu od Schleicher & Schuell. 
 
 
3.12. Western blot 
3.12.1. Roztoky pro western blot 
■ 5× Laemmliho vzorkový pufr: 312,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 10 % SDS, 50% glycerol, 
0,025% bromfenolová modř ve H2O 
■ 5×RSB (Reducing Sample Buffer, redukční vzorkový pufr): 750 µl 5× Laemmliho 
vzorkového pufr + 250 µl β-merkaptoethanolu  
■ 1× RSB: 150 µl 5× Laemmliho vzorkového pufr, 50 µl β-merkaptoethanolu do 1 ml H2O 
■ Lyzační pufr: 20 mM Tris pH 6,8, 20 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, 1× COMPLETE 
(přidán do lyzačního pufru těsně před použitím) 
■ 10× elektroforetický pufr A: 1,875 M Tris pH 8,8, 0,5% SDS 
■ 10× elektroforetický pufr B: 0,625 M Tris pH 6,8, 0,5% SDS 
■ 10× elektroforetický pufr C: 60,6 g Tris pH 8,8, 288,2 g glycinu do 2 l H2O 
■ Ponceau: 0,2% Ponceau (Sigma), 3% kyselina trichloroctová 
■ Transblotovací pufr A: 150 ml 1 M Tris-báze, 100 ml methanolu, 250 ml H2O 
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■ Transblotovací pufr B: 12,5 ml 1 M Tris-báze, 100 ml methanolu, 387,5 ml H2O 
■ 5% mléko: 5 g Instant Nonfat Dry Milk (Nestlé) do 100 ml 1× PBS 
3.12.2. Sklízení buněk 
Infikované HeLa G buňky narostlé na 24-jamkových destičkách do hustoty 0,6 × 10
6
 byly 
v daných intervalech po infekci sklizeny pipetováním (alikvóta 100 µl byla převedena  
do nové zkumavky na stanovení infekčního titru viru), centrifugovány (3000 rpm, 
centrifuga Jouan BR4, rotor AB 2.14, 2 min, 4 °C), 2 × opláchnuty 1× PBS (1 ml, 200 µl) 
a zmraženy v -80 °C.  
3.12.3. Příprava vzorků  
Pelety buněk byly lyzovány resuspendováním v 80 µl 1× RSB  ve stojánku temperovaném 
na -20 °C, proteiny byly denaturovány vařením (3 min) a vzorky byly centrifugovány 
(14 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5810R, rotor F45-30-11, 10 min, RT) a naneseny  
na gel. Standardizace byla provedena na výchozí počet buňek (bylo nanášeno 10 µl 
vzorku). 
3.12.3.1. Příprava vzorků na porovnání standardizace na počet buněk a na množství 
proteinů  
V pokusu porovnávajícím rozdíl ve standardizaci provedené na výchozí počet buněk  
a na množství proteinů byly pelety buněk lyzovány vortexováním v 80 µl lyzačního pufru  
na ledu a centrifugovány (14 000 rpm, centrifuga Jouan BR4, rotor AB2.14, 5 min, 4 °C). 
70 µl supernatantu bylo převedeno do nové zkumavky. Proteinová koncentrace byla 
stanovena kitem obsahující bicinchoninovou kyselinu (BCA) (BCA Protein Assay Kit, 





. BCA pak tvoří komplex se vznikajícím Cu
1+
. Vzniklý produkt je 
fialově zbarvený, rozpustný ve vodě a se vzrůstající proteinovou koncentrací vykazuje 
lineární absorbanci při 562 nm.  
 
K 10 µl každého vzorku na 96-jamkové destičce bylo přidáno 200 µl BCA reagencií 
(obsahující složky A a B v poměru 50:1). Reakce probíhala 30 min při 37 °C, poté byly 
vzorky zchlazeny na pokojovou teplotu a byla změřena absorbance přo 562 nm (Victor3 
fluorescent plate reader, PerkinElmer). Pro vytvoření kalibrační křivky byl použit bovinní 
serum albumin (Sigma) o koncentracích 6; 4; 2; 1; 0,5; 0,25 a 0,125 mg/ml. Po změření 
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koncentrace proteinů byly 3 µg proteinů naředěny v 10 µl lyzačního pufru, ke kterému 
bylo přidáno 2,2 µl 5× RSB a 10 µl z takto připravených vzorků bylo naneseno na gel.   
3.12.4. SDS-PAGE  
Aparatura pro SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézu (SDS-PAGE) byla 
sestavena podle návodu od výrobce (Mini-Protean 3, BioRad). Pro rozdělení proteinů byl 
použit 10% separační gel (4,95 ml H2O , 2,18 ml 10× elektroforetického pufru A, 3,75 ml  
30% roztoku akrylamidu a N, N´-methylenbisakrylamidu v poměru 37,5:1 (Serva 
Electrophoresis), 300 µl glycerolu, 7,5 µl TEMED, 15 µl 10% amoniumpersulfátu) a 4,1% 
zaostřovací gel (2,85 ml H2O, 900 µl 10× elektroforetického pufru B , 600 µl 30% roztoku 
akrylamidu a N, N´-methylenbisakrylamidu v poměru 37,5:1 (Serva Electrophoresis), 6,8 
µl TEMED, 22,5 µl 10% amoniumpersulfátu). Pro úspěšnou polymeraci byl separační gel 
(spodní) převrstven vodou. Elekroforéza probíhala v 1× elektroforetickém pufru C s 1% 
SDS za konstatního napětí 100 V cca 2 h. Jako hmotnostní standard byl použit PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Fermentas).  
3.12.5. Přenos proteinů na membránu (transblot) 
Pro přenos proteinů na nitrocelulózovou membránu (BioRad) byla použita aparatura  
Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). Blotovací sendvič (Obr. 20) 
byl složen ve vrstvách: tři filtrační papíry Whatman (Whatman 3 MM, Schleicher and 
Schuell) namočené v transblotovacím pufru A, tři filtrační papíry Whatman namočené 
v transblotovacím pufru B, membrána namočená v Milli-Q H2O a v transblotovacím pufru 
B, gel opláchnutý Milli-Q H2O, šest filtračních papírů Whatman namočených 
v transblotovacím pufru B. Po nanesení jednotlivých vrstev byly ze sendviče vždy opatrně 






Obr. 20. Schéma přenosu proteinů na membránu metodou semi-dry blot. 
 
3.12.6. Imunologická detekce proteinu (imunoblot) 
Pro kontrolu nanášky a účinnost blotování byla nitrocelulózová membrána barvena 5 min 
0,2% Ponceau (Sigma) a následně promyta několikrát vodou, až zůstaly obarvené pouze 
proteiny, ze kterých byla Ponceau následně odmyta 1× PBS (2 × 15 min) na kývačce. 
Membrána byla blokována 5% mlékem (Nestlé) za stálého kývání 20 min. Luciferáza  
pod pozdním VACV promotorem p4b byla detekována králičí polyklonální protilátkou 
ředěnou v 5% mléce (1:500, Santa Cruz) při 4 °C přes noc na kývačce. Membrána byla 
opláchnuta v 1× PBS (2 × 15 min, kývačka) a 5% mlékem (1 × 10 min, kývačka)  
a inkubována v kozí sekundární protilátce (proti králíkovi) konjugované s křenovou 
peroxidázou naředěné v 5% mléku (1:20 000, Cappel Research Products) 1 h na kývačce. 
Membrána byla opláchnuta v 1× PBS (6 × 5 min) a luciferáza byla detekována s využitím 
chemiluminiscenčního substrátu West Femto (Thermo Scientific), ve kterém byla 
membrána inkubována 5 min za tmy. Membrána byla částečně osušena a vložena  
do plastikové fólie do kazety a exponována na rentgenový film (Medix XBU, Foma), který 
byl vyvolán pomocí vývojky a rychloustalovače (Foma). 
3.13. Fluorescenční mikroskopie 
3.13.1. Fluorescenční mikroskopie fixovaných buněk 
3.13.1.1. Roztoky pro fluorescenční mikroskopii fixovaných buněk 
■ 1× MSB: 0,1 M MES, 2 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 4% PEG 6000 
■ Blokovací roztok: 0,05% Tween-20/10% FBS v 1× PBS 
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3.13.1.2. Fluorescenční mikroskopie mikrotubulů 
Fluorescenčení mikroskopie mikrotubulů fixovaných buněk byla provedena podle Dráber 
et al. (1989) s přidáním paclitaxelu (Sigma) při extrakci pro zachování lokalizace  
a morfologie virozomů. Používaná protilátka TU-01 (Draber et al., 1986) detekuje  
α-tubulin. Při detekci mikrotubulů byly buňky pro snížení pozadí, tj. odstranění volného  
α-tubulinu (či jeho dimeru s β-tubulinem) nejprve extrahovány, a až poté fixovány. 
Roztoky použité pro extrakci a fixaci byly připravené v 1× MSB (Draber et al., 1989). Níže 
uváděné objemy jsou vždy pro jednu komůrku na 4-komůrkovém sklíčku.  
 
Buňky naseté na 4-komůrková sklíčka (Lab-Tek Chamber Slide: Glass Slide Sterile,  
Nunc-Thermo Scientific) byly v daných časových intervalech po infekci omyty 900 µl 1× 
MSB, extrahovány 1 min v 500 µl 0,2% Tritonu X-100/10 µM paclitaxelu, fixovány v 1 
ml 3% formaldehydu 20 min při pokojové teplotě a opláchnuty v 1 ml 1× MSB 3 × 5 min. 
Preparáty byly blokovány 30 min v 500 µl blokovacího roztoku na kývačce. Mikrotubuly 
byly detekovány myší monoklonální protilátkou ředěnou v blokovacím roztoku (1:10,  
TU-01, (Draber et al., 1986)) 30 min na kývačce. Preparáty byly za stálého kývaní 
opláchnuty 5 × 5 min v 1× PBS a 1 × 10 min v blokovacím roztoku a inkubovány ve 200 
µl kozí sekundární protilátky (proti myši) konjugované s AMCA (kyselina 7-amino-4-
methylkumarin-3-octová) naředěné v blokovacím roztoku (1:50, Jackson 
ImmunoResearch) 30 min na kývačce. DNA byla detekována pomocí 200 µl 7-AAD  
(7-aminoactinomycin D) naředěného v blokovacím roztoku (1 µg/ml, Sigma) 15 min  
na kývačce. Preparáty byly opláchnuty 5 × 5 min v 1× PBS a po oddělení komůrek  
od sklíčka zamontovány do Immu-mount média (Thermo Scientific) a přikryty krycím 
sklíčkem. Preparáty byly pozorovány pomocí systému Olympus Cell^R v laboratoři 
konfokální a fluorescenční mikroskopie na PřF UK, který sestává z invertovaného 
mikroskopu Olympus IX81, 12-ti bitové monochromatické CCD kamery Hammamatsu 
ORCA C4742-80-12AG a softwaru fy © Olympus Soft Imaging Solutions. Preparáty byly 
pozorovány objektivem UPLSAPO (krátká pracovní vzdálenost) s originálním zvětšením 
100×, modrá fluorescence AMCA byla pozorována pomocí filtru s excitační vlnovou 
délkou 350 nm, červená fluorescence 7-AAD pomocí filtru s excitační vlnovou délkou 572 
nm. Vlastní tvar buněk byl pozorován s využitím Nomarského diferenciálního kontrastu.  
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3.13.1.3. Fluorescenční mikroskopie aktinu 
Akinový cytoskelet buněk byl detekován pomocí phalloidinu konjugovaného  
s Alexa-Fluor-488 (Invitrogen), který se váže pouze na filamentární aktin, nikoliv  
na globulání. Při fluorescenční mikroskopii aktinového cytoskeletu tedy nebylo nutné 
buňky před jejich fixací extrahovat. Níže uváděné objemy jsou vždy pro jednu komůrku  
na 4-komůrkovém sklíčku. 
 
Buňky naseté na 4-komůrková sklíčka (Lab-Tek Chamber Slide: Glass Slide Sterile,  
Nunc-Thermo Scientific) byly v daných časových intervalech po infekci omyty 2 × 5 min 
v 900 µl 1× PBS a fixovány v 1 ml 4% parafolmadehydu v 1× PBS po dobu 10 min  
při pokojové teplotě. Poté byly za stálého kývání opláchnuty 2 × 5 min v 700 µl 1× PBS, 
20 min permeabilizovány ve 200 µl 0,1% tritonu X-100 v 1× PBS, znovu 2 ×  opláchnuty 
1× PBS a blokovány 30 min v 500 µl blokovacího roztoku. Filamentární aktin byl 
detekován pomocí 200 µl phalloidinu konjugovaného s Alexa Fluor-488 (1:100 
v blokovacím roztoku, Invitrogen) po dobu 1 h při 37 °C. Na posledních 15 min značení 
byla do směsi přidána DAPI (Sigma)  detekující DNA ve výsledném ředění 1:1000. 
Preparáty byly opláchnuty 5 × 5 min v 1× PBS a po oddělení komůrek od sklíčka 
zamontovány do Immu-mount média (Thermo Scientific) a přikryty krycím sklíčkem. 
Preparáty byly pozorovány pomocí systému Olympus Cell^R (3.13.1.2), zelená 
fluorescence Alexa Fluor-488 byla pozorována pomocí filtru s excitační vlnovou délkou 
492 nm, modrá fluorescence DAPI pomocí filtru s excitační vlnovou délkou 350 nm. 
3.13.2. Fluorescenční mikroskopie nefixovaných buněk 
Pro detekci DNA bylo ve 48 h.p.i. k buňkám infikovaným rekombinantním virem  
WR-EGFP přidáno do média 10 µl Hoechst 33342 (Intergen)  ředěného v DMEM (finální 
koncentrace v jamce 0,1 µg/ml). Buňky byly pozorovány pomocí invertovaného 
fluorescenčního mikroskopu Olympus IX-70 a CCD kamery Cohu 4912 se softwarem 
LUCIA 4.6 (Laboratory Imaging Ltd.) objektivem s originálním zvětšením 10×. Zelená 
fluorescence EGFP byla pozorována pomocí filtru s excitační vlnovou délkou 515 nm, 
modrá fluorescence Hoechst 33342 pomocí UV kanálu s excitační vlnovou délkou 350 nm, 







Pro konzistenci s vědeckými pracemi je kapitola „výsledky“ psána autorským plurálem. 
Pokud není jinak specifikováno, veškerou práci zde popisovanou jsem však prováděla 
sama pod odborným vedením Dr. Mělkové.  
4.1. Příprava hrubého extraktu WR-LUC 
V rámci předkládané diplomové práce byl připraven zásobní extrakt rekombinantního viru 
WR-LUC (3.4.3.). Nasetí a infekce buněk pro pomnožení viru byla provedena Monikou 
Kaplanovou, příprava hrubého extraktu Dr. Mělkovou, plaková zkouška pro stanovení 
infekčního titru viru mnou (Obr.21).  
 
Titr viru byl počítán z plaků vzniklých z infekce ředěním 10
-7
 přímo na plotně (plaky byly 
označovány na spodní straně kultivační destičky zelenou fixou, proto jsou na obrázku málo 






Obr. 21: Stanovení infekčního titru hrubého extraktu WR-LUC. 30 × 10
6
 buněk BSC-40 bylo 
infikováno WR-LUC o MOI=0,05. 48 h.p.i. byly buňky sklizeny, byl z nich izolován a připraven 
hrubý extrakt WR-LUC. Pomocí plakové zkoušky provedené desítkovým  ředěním v duplikátech byl 
stanoven infekční titr pomnoženého viru. Čísla 10
-n
 označují ředění inokula použitého k infekci, 






4.2. Účinek kyseliny ethakrynové na transkripci pozdních genů viru 
vakcínie 
V r. 2009 naše laboratoř ukázala, že EA inhibuje expresi pozdních genů VACV (Spisakova 
et al., 2009). Prvním cílem mojí diplomové práce, která na zmíněnou publikaci navazuje, 
bylo rozlišit, zda EA účinkuje ve fázi transkripce či translace pozdních genů VACV.  
 
Pomocí northern blotu jsme chtěly zjistit, zda EA ovlivňuje hladinu pozdních mRNA 
VACV a zda tedy ovlivňuje transkripci pozdních genů. Pro experimenty jsme použily 
rekombinantní viry WR-LUC a WR-LUC L, které exprimují luciferázu pod časným  
a pozdním promotorem p7.5 (WR-LUC), nebo pod pozdním promotorem p4b (WR-LUC 
L). Vakcíniovou RNA bylo tudíž možné detekovat pomocí próby odvozené od cDNA 
luciferázy. 
4.2.1. Příprava vzorků pro northern blot 
HeLa G buňky byly infikovány WR-LUC či WR-LUC L a případně ošetřeny 5 µM EA 
(Sigma). Kontrolní neinfikované buňky byly sklizeny v čase 0 h.p.i., infikované buňky 
poté v intervalech 1, 2, 4, 6 a 8 h.p.i. (3.7.1.). Celková RNA byla z buněk izolována 
pomocí RNA Blue (Top Bio), koncentrace a čistota RNA byla určena pomocí 
spektrofotometického měření absorbance při 260, 230 a 280 nm (Eppendorf 
BioPhotometer V1.32) (3.7.2.).  Cca 5 µg RNA (ve 20 µl nanášky) bylo rozděleno pomocí 
1% RNA agarózového gelu (3.7.3.) (Obr. 22) a přeneseno na nylonovou membránu 








Obr. 22. RNA izolována z buněk infikovaných WR-LUC. 3 × 10
6 
HeLa G buněk bylo infikováno 
WR-LUC o MOI = 2, ošetřeno EA a sklizeno v daných časových intervalech, kontrolní neinfikované 
buňky (neinf.) byly sklizeny v čase 0 h.p.i. 5 µg RNA bylo rozděleno v 1% RNA agarózovém gelu. 
Na obrázku jsou vyznačeny polohy ribozomálních RNA (28S rRNA, 18S rRNA).  
4.2.2. Příprava DNA próby 
V laboratoři Dr. Mělkové byly již dříve připraveny bakterie E. coli kmene DH5α nesoucí 
rekombinatní plazmid s cDNA luciferázy zaklonované do vektoru pcDNA3 (pcDNA3-
LUC, Obr. 23). V rámci této práce byla z těchto bakterií izolována plazmidová DNA,  
ze které byla připravena próba pro detekci luciferázové mRNA vakcíniových rekombinant.  
 
 
Obr. 23. Mapa plazmidu pcDNA3 s vloženou luciferázovou cDNA (pcDNA3-LUC). MCS = 
multiple cloning site, pBR322_ori = replikační počátek, CMV_promotor = cytomegalovirový 
promotor, amp = gen pro rezistenci na ampicilin. Luciferázová DNA o délce 1892 bp je do vektoru 
vložena v Bam HI restrikčním místě (907 bp). Ve vektoru i inzertu jsou vyznačena restrikční místa 
enzymů Eco RI a Eco RV, pomocí kterých byl vyštěpen středový úsek cDNA luciferázy.  
 
Pomocí protokolu na „miniprep“ byla z výše uvedených bakterií izolována plazmidová 
DNA nesoucí cDNA pro luciferázu (3.8.1.2.). Správnost izolovaného plazmidu byla 
ověřena restrikční analýzou (3.8.1.3.) s využitím restrikčních endonukleáz Bam HI 
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(Invitrogen ) a Eco RV (Gibco BRL), vzniklé fragmenty byly rozděleny na 1% agarózovém 
gelu v 1×TBE (Obr. 24). Predikované délky získaných fragmentů štěpení jsou uvedeny 
v Tabulce 3.  
 
RE Bam HI Eco RV 
menšinová část plazmidu 1892 514 
většinová část plazmidu 5446 6824 
 







Obr. 24. Ověření správnosti plazmidu pcDNA3-LUC. Plazmid izolovaný z bakterií E. coli kmene 
DH5α byl pro ověření správnosti podroben restrikční analýze s využitím Bam HI a Eco RV.  Jako 
hmotnostní standard (vlevo) byl použit DNA marker 155-970 (Top-Bio). 
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Pro vlastní přípravu DNA próby byl vybrán středový úsek cDNA luciferázy o délce 851 bp 
mezi oblastí 570 bp a 1421 bp, ve kterých štěpí Eco RI – 570 bp (Boehringer Mannheim)  
a Eco RV – 1421bp (Gibco BRL). Pro ověření, že predikovaný úsek dokážeme opravdu 
vyštěpit, jsme 1 µl plazmidu podrobily kontrolnímu štěpení (schéma štěpení viz Obr. 25).   
 
První štěpení bylo provedeno restrikční endonukleázou Eco RV (3.8.1.3.). Po precipitaci 
DNA (3.8.2., poloviční objemy, 30 min inkubace v -20 °C) následovalo druhé štěpení 
restrikční endonukleázou Eco RI. Vzniklé fragmenty byly rozděleny pomocí 1% 




Obr. 25. Schéma štěpení pcDNA3-LUC pro zisk fragmentu na přípravu próby. Restrikční 
štěpení EcoRV plazmidu pcDNA3-LUC dá vznik fragmentům o velikosti 514 bp a 6824 bp. 
Následné štěpení pomocí Eco RI fragmentu o velikosti 514 bp dá vznik fragmentům dlouhým 12 bp 
a 502 bp, štěpení fragmentu o velikosti 6824 bp dá vznik fragmentům dlouhým 851 bp a 5973 bp. 






Obr. 26. Postup štěpení fragmentu pro přípravu DNA próby. 1 µl plazmidu pcDNA3-LUC byl 
podroben štěpení restrikční endonukleázou Eco RV nebo dvojímu následnému štěpení restrikčními 
endonukleázami Eco RV a Eco RI. Na gelu jsou označené vzniklé fragmenty štěpení odpovídající 
predikovaným délkám. Fragment o velikosti 851 bp (červeně) je úsek vybraný pro přípravu 
luciferázové próby. Jako hmotnostní standard (vlevo) byl použit GeneRuler 1 kbp DNA Ladder 
(Fermentas). 
 
Po úspěšném ověření možnosti vyštěpení zvoleného fragmentu jsme pro získání 
dostatečného množství DNA pro přípravu próby štěpily 15 µl plazmidu 2 × přes noc (Eco 
RV → Eco RI) (3.8.2.). Naštěpená DNA byla rozdělena pomocí 1% agarózového gelu  
a získaný 851 bp fragment byl následně vyříznut, pomocí kitu DNA Lego Kit (Top Bio) 
uvolněn z gelu (3.8.2.) a pomocí kitu North2South
®
 Biotin Random Prime Labeling Kit 
(Thermo Scientific) biotinylován (3.8.3.).  
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4.2.3. Detekce časných a pozdních mRNA WR-LUC northern blotem 
Hybridizace biotinylované próby s luciferázovou mRNA a chemiluminiscenční detekce 
byla provedena s využitím kitu North2South
® 
Chemiluminiscent Hybridization and 
Detection Kit (Thermo Scientific) (3.9.).  
 
Jak bylo uvedeno dříve (2.1.4.2.), mezi terminací transkripce časných a intermediálních  
a pozdních genů je rozdíl v rozeznání STOP kodonu, který zásadně mění vzor vzniklých 
mRNA na northern blotu. Při detekci časných mRNA VACV dostáváme pomocí northern 
blotu jednotlivé proužky, zatímco při detekci intermediálních a pozdních genů dostáváme 
heterogenní signál (Obr. 4.). Očekávané výsledky našich experimentů by tedy měly být 
následovné: z pokusu, ve kterém jsme buňky infikovaly rekombinantním virem WR-LUC, 
exprimujícím luciferázu pod časným a pozdním promotorem p7.5, bychom měly vidět 
heterogenní signál pozdních mRNA současně s proužky časných mRNA. V pokusu,  
ve kterém jsme buňky infikovaly rekombinantním virem WR-LUC L, exprimující 
luciferázu pod pozdním promotorem p4b, bychom měly vidět heterogenní signál pozdních 
mRNA.  
 
Jako první jsme se rozhodly detekovat vakcíniové mRNA z pokusu, ve kterém jsme 
použily WR-LUC exprimující luciferázu pod časným a pozdním promotorem p7.5. 
V intervalech 2 – 6 h.p.i. jsem nedetekovaly žádný signál, výsledky  z neinfikovaných 
kontrol a buněk infikovaných WR-LUC sklizených v čase 8 h.p.i. jsou prezentovány  
na Obr. 27.  Přestože signál, který jsme získaly, je velice slabý, dá se usuzovat, že EA 
nesnižuje hladinu pozdních mRNA VACV (heterogenní signál). Může se zdát, že ji spíše 
zvyšuje, ale to může být pravděpodobně chybou nanášky vzorku na gel (Obr. 22). Časné 







Obr. 27. Northern blot časných a pozdních mRNA WR-LUC. 3 × 10
6 
HeLa G buněk bylo 
infikováno WR-LUC o MOI = 2 a sklizeno v časových intervalech 0, 1, 2, 4, 6, 8 h.p.i. Byla z nich 
izolována celková RNA, která byla rozdělena 1% RNA agarózovou elektroforézou a přenesena na 
nylonovou membránu. Vakcíniová RNA byla detekována pomocí DNA próby pro luciferázu a 
pomocí chemiluminiscence. Na obrázku jsou ukázány výsledky z neinfikovaných kontrol (neinf.) a 
infikovaných buněk sklizených v 8 h.p.i., s nebo bez přídavku EA (v duplikátech). Proužky po 
stranách odpovídají pozicím 28S a 18S rRNA na gelu.  
 
4.2.4. Optimalizace podmínek odmývání po hybridizaci 
Vzhledem k tomu, že jsme z northern blotu detekujícího luciferázovou mRNA WR-LUC 
získaly velice slabý a těžko hodnotitelný signál, pro mRNA WR-LUC L jsme pomocí dot 
blotu provedly optimalizaci podmínek odmývání po hybridizaci (3.10.). Zkoušely jsme 2 
podmínky odmývání: : 1) 48 °C, 3 × 15 min ve 2× SSC/0,1% SDS (Obr. 28A), 2) 48 °C, 2 
× 15 min ve 2× SSC/0,1% SDS, 1 × 15 min v 0,5× SSC/0,1% SDS (Obr. 28B).  
Pro následnou northern blot analýzu pozdních mRNA WR-LUC L jsme vybraly podmínku 





Obr. 28. Optimalizace podmínek odmývání po hybridizaci. 3 µl obsahující 0,05 µl pcDNA3-LUC 
(pozitivní kontrola), 0,05 µg nebo 1 µg RNA neinfikovaných buněk (negativní kontrola) a buněk 
infikovaných WR-LUC L o MOI = 2 sklizených v 8 h.p.i. s nebo bez přídavku EA, bylo napipetováno 
na nylonovonou membránu. Hybridizace probíhala výše uvedeným způsobem. Byly testovány 2 
podmínky odmývání po hybridizaci: A) 48 °C, 3 × 15 min ve 2× SSC/0,1% SDS, B) 48 °C, 2 × 15 
min ve 2× SSC/0,1% SDS, 1 × 15 min v 0,5× SSC/0,1% SDS. Chemiluminiscenčení detekce 
probíhala výše uvedeným způsobem.  
 
4.2.5. Detekce pozdních mRNA WR-LUC L northern blotem 
Po optimalizaci podmínek odmývání po hybridizaci (4.2.4.) jsme se snažily northern 
blotem (3.9.) detekovat pozdní mRNA VACV z pokusu, ve kterém jsme buňky infikovaly 
WR-LUC L. Bohužel jsme ani za optimalizovaných podmínek odmývání po hybridizaci 
nezískaly na northern blotu hodnotitelný signál.  
79 
 
4.2.6. Detekce mRNA VACV (WR-LUC, WR-LUC L) slot blotem 
Vzhledem k tomu, že při optimalizaci podmínek odmývání po hybridizaci jsme pomocí dot 
blotu byly schopny detekovat pozdní mRNA VACV (WR-LUC L) (Obr. 28), rozhodly 
jsme se za vybraných podmínek odmývání po hybridizaci (4.2.4.) provést slot blot RNA 
VACV z obou rekombinantních virů. Pomocí slot blotu lze získat definovaně velké a tudíž 
lépe kvantifikovatelné proužky. Slot blot jsme provedly s využitím aparatury Minifold II
®
 
(Schleicher and Schuell) (3.11.).  
 
Luciferázovou RNA jsme v obou případech (WR-LUC i WR-LUC L) detekovaly  
až z buněk sklizených v 8 h.p.i. Výsledky slot blotu (Obr. 29) korespondují s výsledky 
získanými z northern blotu luciferázové RNA WR-LUC (Obr. 27) – zdá se, že EA 
nesnižuje hladinu luciferázové RNA exprimované pod časným a pozdním a promotorem 
p7.5 (WR-LUC), ani na pozdní luciferázovou RNA exprimovanou pod p4b (WR-LUC L). 
 
 
Obr. 29. Slot blot luciferázové mRNA WR-LUC a WR-LUC L. 3 × 10
6 
HeLa G buněk bylo 
infikováno WR-LUC o MOI = 2 a sklizeno v časových intervalech 0, 1, 2, 4, 6, 8 h.p.i. Byla z nich 
izolována celková RNA a 1 µg byl v objemu 200 µl vody pro injekce byl s využitím aparatury 
Minifold II
®
 (Schleicher and Schuell) nanesen na nylonovou membránu. Vakcíniová RNA byla 
detekována pomocí DNA luciferázové próby. Na obrázku jsou ukázány výsledky z buněk 
infikovaných WR-LUC nebo WR-LUC L sklizených v 8 h.p.i., s nebo bez přídavku 5 µM EA. Jako 
pozitivní kontrola byl použit pcDNA3-LUC, jako negativní kontrola voda pro injekce.  
 
4.3. Studium účinku kyseliny ethakrynové na morfogenezi viru vakcínie 
Dalším cílem této práce bylo zjistit, zda EA ovlivňuje fáze následující po expresi pozdních 
genů, např. morfogenezi. Pomocí cykleheximidu (CHX), inhibitoru proteosyntézy 
eukaryot, jsme se rozhodly v čase 8 h.p.i. zastavit proteosyntézu VACV a pozorovat, zda 
přídavek EA bude měnit titr viru či ne. V čase 8 h.p.i. by měla být syntéza virové DNA 
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téměř kompletní, je již exprimováno signifikantní množství produktů pozdních genů a titr 
viru roste exponenciálně (Melkova and Esteban, 1995).  
4.3.1. Stanovení vhodné koncentrace cykloheximidu pro inhibici proteosyntézy 
VACV 
Prvním úkolem bylo stanovení vhodné koncentrace cykloheximidu, která zablokuje 
proteosyntézu VACV do té míry, že by mohlo být možno pozorovat potenciální efekt 
kyseliny ethakrynové na pokles titru VACV (Obr. 30). Pro následující pokusy jsme se 
rozhodly jako maximální koncentraci CHX použít 1 µg/ml.  
 
 
Obr. 30. Stanovení vhodné koncentrace CHX pro sledování vlivu EA na titr VACV. 0,6 × 10
6  
HeLa G buněk bylo infikováno WR-LUC L o MOI = 2. 8 h.p.i. k nim byl přidán CHX o koncentracích 
0,008; 0,04; 0,2; 1; 5 µg/ml, ve 24 h.p.i. byly buňky sklizeny a plakovou zkouškou na 96-jamkové 
detičce byl stanoven infekční titr viru. A) Výsledky titrace v ředění 10
-3
, reprezentativní výsledky z 1 
pokusu provedeného v duplikátech, B) infekční titr viru, graf v logaritmické stupnici se základem 10, 




4.3.2. Vliv EA na fáze následující expresi pozdních genů 
HeLa G buňky byly infikovány (3.5.)  WR-LUC L, v čase 8 h.p.i. k nim byl přidán 
samotný CHX (Sigma) nebo CHX společně s EA (Sigma). 24 h.p.i. byly buňky sklizeny, 
100 µl bylo odebráno na stanovení infekčního titru viru plakovou zkouškou  na 96-
jamkové destičce (3.6.1.) a zbytek byl použit na western blot analýzu hladiny pozdních 
proteinů VACV (3.12.). 
 
Na výsledcích z titrace (Obr. 31) vidíme pokles titru viru v situacích, kdy byly buňky 
ošetřeny CHX společně s EA oproti situacím, kdy byly ošetřeny pouze CHX. Tyto 
výsledky naznačují, že by EA mohla ovlivňovat fáze následující po expresi pozdních genů. 
Ovšem výsledky z kontrolního western blotu (Obr. 32), na kterých byla detekována 
luciferáza exprimovaná pod pozdním vakcíniovým promotorem p4b a tudíž hladina 
pozdních proteinů VACV, závěr odvozený z titrace vyvracejí. Ukazují, že EA posiluje 
inhibiční účinek CHX na proteosyntézu. Pokles titru viru po přídavku EA tedy nejspíše 







Obr. 31. Vliv EA na infekční titr WR-LUC L po zablokování proteosyntézy CHX. 0,6 × 10
6  
HeLa G buněk bylo infikováno WR-LUC L o MOI = 2. 8 h.p.i. k nim byl přidán CHX o koncentracích 
0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 1 µg/ml, nebo CHX s 5 µM EA. Ve 24 h.p.i. byly buňky sklizeny a byl 
stanoven infekční titr viru. A) Výsledky titrace v ředění 10
-3
,  reprezentativní výsledky ze 3 pokusů 
provedených v duplikátech, B) infekční titr viru, graf v logaritmické stupnici se základem 10, 







Obr. 32. Vliv EA na hladinu pozdních proteinů WR-LUC L po zablokování proteosyntézy 
CHX. 0,6 × 10
6  
HeLa G buněk bylo infikováno WR-LUC L o MOI = 2. 8 h.p.i. k nim byl přidán CHX 
o různých koncentracích, nebo CHX s 5 µM EA. 24 h.p.i. byly buňky sklizeny. 6,75 × 10
4
 buněk 
bylo rozděleno 10% SDS-PAGE a přeneseno na membránu. Luciferáza byla detekována králičí 
polyklonální protilátkou (1:500, Santa Cruz) a následně kozí sekundární protilátkou konjugovanou 
s křenovou peroxidázou (1:20 000, Cappel Research Products). Reprezentativní výsledky ze 3 
pokusů provedených v duplikátech.  
 
 
VACV typicky inhibuje syntézu všech buněčných makromolekul (tzv. shut-off). Poměr 
buněčných a virových proteinů se však za různých podmínek a v časovém průběhu mění 
různě. Proto je v laboratoři Dr. Mělkové používána standardizace na výchozí počet buněk, 
nikoliv na celkovou koncentraci proteinů.  
 
Pro kontrolu nanášky standardizované na počet buněk zde byl však proveden obdobný 
pokus, ve kterém byly buňky lyzovány v lyzačním pufru (3.12.1.) a pomocí BCA eseje 
byla změřena koncentrace proteinů (3.12.3.1.). Ze stejných vzorků byly provedeny dva 
western bloty: v prvním byla standardizace nanášky na 10% SDS-PAGE provedena  
na počet buněk, ve druhém na množství proteinů. Z výsledků na Obr. 33 je patrné, že obě 







Obr. 33. Porovnání dvou způsobů standardizace nanášky na gel na vliv EA na hladinu 
pozdních proteinů WR-LUC L po zablokování proteosyntézy CHX. 0,6 × 10
6  
HeLa G buněk 
bylo infikováno WR-LUC L o MOI = 2, 8 h.p.i. k nim byl přidán CHX o koncentracích 0,05; 0,1 
µg/ml, nebo CHX s 5 µM EA. 24 h.p.i. byly buňky sklizeny. 6,75 × 10
4
 buněk nebo 3 µg proteinů 
bylo rozděleno 10% SDS-PAGE a přeneseno na membránu. Luciferáza byla detekována králičí 
polyklonální protilátkou (1:500, Santa Cruz) a následně kozí sekundární protilátkou konjugovanou 
s křenovou peroxidázou (1:20 000, Cappel Research Products). Reprezentativní výsledky 1 
pokusu provedeného v duplikátech. 
 
4.4. Studium účinku kyseliny ethakrynové na mikrotubulární transport viru 
vakcínie 
4.4.1. Vliv EA na tvorbu extracelulárního viru VACV 
VACV využívá pro svůj transport cytoplazmou hostitelské buňky mikrotubuly (Sodeik, 
2000), které využívá jak v časných (2.1.5.2.), tak pozdních fázích infekce (2.1.5.4.). 
Nocodazol, látka, která depolymeruje mikrotubuly, neovlivňuje vznik intracelulárního viru 
(IV), ale zabraňuje jeho transportu na buněčný povrch, a tudíž vznik extracelulárniho viru 
(EV) (Ploubidou et al., 2000; Sanderson et al., 2000; Ward and Moss, 2001). Vzhledem 
k tomu, že i vysoké koncentrace EA rozrušují mikrotubuly (Ericksonlamy et al., 1992), 
zajímalo nás, zda EA, stejně jako nocodazol, bude ovlivňovat pouze tvorbu EV VACV  
bez předchozí inhibice vzniku IV.  
 
HeLa G buňky byly infikovány WR-EGFP (3.5.) a ošetřeny EA (Sigma)  
nebo nocodazolem (Sigma). 24 h.p.i. bylo odebráno médium na titraci EV a buňky byly 
sklizeny na titraci IV (3.6.2.). Byl stanoven infekční titr viru v obou frakcích a byl 




Potvrdily jsme, že nocodazol nemá vliv na tvorbu IV, ale pouze na tvorbu EV, kterou však 
inhibuje relativně mírně  (při použití 0,1 µg/ml nocodazolu pokles o 36%) (Obr. 34A, B), 
naproti tomu se zdá, že EA primárně inhibuje vznik IV a pokles v tvorbě EV je 








Obr. 34. Účinek nocodazolu a EA na tvorbu EV. 0,6 × 10
6  
HeLa G buněk bylo infikováno WR-
EGFP o MOI = 2 a ošetřeno různými koncentracemi nocodazolu (0,1; 0,25; 0,5; 1 µg/ml, noco) 
nebo EA (5; 10; 25 µM), 24 h.p.i. bylo odebráno médium na titraci extracelulárního viru (EV)  
a buňky byly sklizeny na titraci intracelulárního viru (IV). A, C) Výsledky titrace v ředění 10
-2
,  
reprezentativní výsledky ze 3 pokusů provedených v duplikátech, B) vliv nocodazolu na infekční titr 
IV a EV, graf v logaritmické stupnici se základem 10, D) vliv EA na infekční titr IV a EV, graf 
v logaritmické stupnici se základem 10, B, D) výsledky jsou uvedeny jako průměry ze 3 pokusů 
provedených v duplikátech ± SEM. 
 
4.4.2. Ověření účinku EA na rozpad struktury mikrotubulů 
Vzhledem k zajímavým výsledkům porovnání účinku EA a nocodazolu na tvorbu EV jsme 
se rozhodly ověřit, jak EA působí na mikrotubuly neinfikovaných i infikovaných buněk. 
Schopnost rozpadu struktury mikrotubulů byla pro EA publikována při použití vysokých 
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koncentrací (70 µM a vyšší) (Ericksonlamy et al., 1992; Obrien et al., 1996; Xu et al., 
1992). Pro nízké koncentrace, které používáme k zastavení růstu VACV, publikovaná data 
neexistují.  
 
HeLa G buňky byly infikovány WR-LUC (3.5.) a ošetřeny EA (Sigma) nebo nocodazolem 
(Sigma). V čase 8 h.p.i. byly buňky pro snížení pozadí extrahovány a fixovány a byl 
pozorován efekt inhibitorů na mikrotubuly infikovaných buněk i neinfikovaných kontrol 
(3.13.1.2.). 
 
Z výsledků v 8 h.p.i. (Obr. 35) je patrné, že jak u neinfikovaných kontrol, tak  
u infikovaných buněk, nocodazol depolymeruje mikrotubuly. Použití 100 µM EA má  
na mikrotubuly obdobný dopad jako nocodazol a mikrotubuly jsou rozpadlé, přestože 
morfologie rozrušených struktur mikrotubulů je při použití každé látky jiná (Ericksonlamy 
et al., 1992). U nízkých koncentrací EA, které používáme k inhici růstu VACV, tj. 10 a 25 
µM EA, však můžeme pozorovat opačný účinek než u vysokých koncentrací EA: 
mikrotubuly si u neinfikovaných buněk zachovávají strukturu podobnou té v buňkách 
ošetřených pouze médiem, v případě infikovaných buněk lze dokonce říct, že 10 a 25 µM 
EA má spíše tendenci mikrotubuly stabilizovat (mikrotubuly buněk ošetřených 10 a 25 µM 






Obr. 35. Koncentrační závislost účinku EA na mikrotubuly infikovaných a neinfikovaných 
buněk. 0,564 × 10
6  
HeLa G buněk bylo infikováno WR-LUC o MOI = 2 a ošetřeno různými 
koncentracemi EA (10; 25; 100 µM) nebo nocodazolem (0,5 µg/ml). 24 h.p.i. byly buňky 
extrahovány, fixovány a mikrotubuly byly detekovány myší monoklonální protilátkou (1:10, TU-01, 
Dráber et al., 1986) a kozí sekundární protilátkou konjugovanou s AMCA (1:50, Jackson 
ImmunoResearch). Preparáty byly pozorovány pomocí systému Olympus Cell^R, originální 




 CS5. Reprezentativní výsledky ze 2 
pokusů. 
 
4.4.3. Studium účinku EA na retrakci mikrotubulů v časných fázích infekce 
VACV 
Výše uvedené výsledky naznačují, že nízké koncentrace EA (10 a 25 µM) by mohly mít  
na mikrotubuly opačný efekt než publikované vysoké koncentrace EA (zde 100 µM) a že 
by je mohly stabilizovat. To nás vedlo k následující úvaze: kdyby nízké koncentrace EA 
stabilizovaly mikrotubuly, mohly by zablokovat retrakci mikrotubulů, která se 
objevuje brzy po vstupu VACV do buňky (Obr. 11), a mohly by tudíž inhibovat vznik 
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intracelulárního viru. Rozhodly jsme se tedy pro monitorování vlivu EA na stav 
mikrotubulů v časných fázích infekce VACV. Vzhledem k tomu, že nemáme fluorescenční 
protilátku proti VACV a že se nám nepodařilo u fixovaného WR-EGFP zachytit EGFP 
fluorescenci, rozhodly jsme se pro tyto experimenty infikovat buňky WR-LUC  
o MOI = 10, při které by podle Poissonovy distribuce mělo být 100 % buněk infikováno  
(Condit, 2007). 
 
HeLa G buňky infikovány WR-LUC (3.5.) byly ošetřeny 10 a 25 µM EA (Sigma). 
V daných časových intervalech byly buňky extrahovány a fixovány a byl pozorován efekt 
EA na mikrotubuly a virozomy infikovaných buněk (3.13.1.2.). 
 
Výsledky jsou ukázány pro EA o koncentraci 25 µM (Obr. 36), pro níž jsou účinky 
nízkých koncentrací EA více patrné, avšak stále obdobné jako při použití 10 µM EA. 
V čase 1 h.p.i. (Obr. 36A) lze pozorovat, že mikrotubuly infikovaných buněk začínají 
retrahovat a že buňky se začínají zakulacovat. U infikovaných buněk ošetřených 25 µM 
EA si mikrotubuly i celé buňky zachovávají strukturu i tvar více podobnou neinfikovaným 
kontrolám.  
 
V čase 2 h.p.i. (Obr. 36B) je retrakce mikrotubulů infikovaných buněk ještě více patrná  
a buňky už jsou povětšinou zakulacené. U infikovaných buněk ošetřených EA tuto situaci 
nepozorujeme.  
 
V čase 3 h.p.i. (Obr. 36C) lze vidět zhroucení mikrotubulů infikovaných buněk. 
Mikrotubuly infikovaných buněk ošetřených EA si stále spíše zachovávají původní 
strukturu. V tomto intervalu už můžeme pozorovat i disperzní vakcíniovou DNA 
v perinukleárním prostoru infikovaných buněk, v oblasti tzv. virozomů.  
 
V čase 4 h.p.i. (Obr. 36D) u infikovaných buněk dochází již k opětovnému růstu 
mikrotubulů, buňky znovu začínají zaujímat větší prostor, zplošťují se, nastává  
tzv. reflattening. U infikovaných buněk ošetřených EA naopak dochází k retrakci 
mikrotubulů a k zakulacování buněk; situace je srovnatelná se stavem infikovaných buněk 
ve 2 h.p.i. U infikovaných buněk můžeme také vidět, že virozomy jsou již zakulacené 
(výřezy z obrázku označené bílým obdélníkem), pravděpodobně již celé obalené 
membránou drsného endoplazmatického retikula (Tolonen et al., 2001), zatímco  
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u infikovaných buněk ošetřených EA jsou stále rozptýlené v cytozolu bez zjevného 
řádného uspořádání a tvaru.  
 
V 8 h.p.i. (Obr. 36E) můžeme vidět, že infikované buňky již opět zaujímají většinový 
prostor, a i u infikovaných buněk ošetřených EA vidíme opětovný růst mikrotubulů  
a reflattening buněk. Porovnáme-li virozomy (výřezy z obrázku označeny bílým 
obdélníkem), u infikovaných buněk můžeme vidět jejich zvětšení a vytvoření  
tzv. mini-nuclei (Tolonen et al., 2001). Naproti tomu u infikovaných buněk ošetřených EA 
můžeme pozorovat, že virozomy jsou stále ještě menší a že jejich „fúze“ do větších 
struktur teprve začíná.  
 
Z těchto výsledků lze usuzovat, že by nízké koncentrace EA mohly zpomalovat retrakci 
mikrotubulů na počátku infekce a porovnání morfologie virozomů naznačuje, že by tudíž 


































                   
96 
 
Obr. 36. Sledování účinku EA na časné fáze infekce VACV. 0,564 × 10
6  
HeLa G buněk bylo 
infikováno WR-LUC o MOI = 10 a ošetřeno EA. V časech 1 (A); 2 (B); 3 (C); 4 (D); 8 (E) h.p.i. byly 
buňky extrahovány a fixovány,  mikrotubuly byly detekovány myší monoklonální protilátkou (1:10, 
TU-01, Dráber et al., 1986) a kozí sekundární protilátkou konjugovanou s AMCA (1:50, Jackson 
ImmunoResearch), DNA byla detekována pomocí 7-AAD (1 µg/ml, Sigma). Preparáty byly 





 CS5. Reprezentativní výsledky ze 4 pokusů.  
 
4.4.4. Sledování účinku EA a nocodazolu na infektivitu VACV 
Další částí experimentů, studujících vliv EA na mikrotubulární transport VACV, bylo 
sledování účinku EA a nocodazolu na schopnost VACV šířit se v tkáňové kultuře. K tomu 
byl využíván rekombinantní virus exprimující EGFP (WR-EGFP). Infikované buňky tak 
oproti neinfikovaným vykazovaly EGFP fluorescenci.  
 
HeLa G buňky byly infikovány WR-EGFP (3.5.) a ošetřeny různými koncentracemi EA (5; 
10; 25 µM) a nocodazolu (0,1; 0,25; 0,5; 1 µg/ml). 48 h.p.i. byl přímo v kultivačních 
jamkách pozorován  efekt EA na infektivitu VACV (3.13.2.) (Obr. 37). 
 
Za fyziologických podmínek infekce, kdy byly buňky infikovány a ošetřeny pouze 
médiem, je VACV schopna se šířit v rámci tkáňové kultury rovnoměrně; téměř každá 
jednotlivá buňka je infikována (vykazuje EGFP fluorescenci).  
 
Při použití nocodazolu (na obrázku reprezentativní koncentrace 0,5 µg/ml, další použité 
koncentrace vykazovaly stejný trend) vidíme pouze jednotlivé infikované buňky. Tento 
výsledek koresponduje se skutečností, že nocodazol inhibuje vznik extracelulárního viru 
(Ward and Moss, 2001) (Obr. 34), a tudíž inhibuje schopnost VACV šířit se v tkáňové 
kultuře.  
 
U buněk infikovaných WR-EGFP a ošetřených EA lze vidět lokalizované infikované 
„ostrůvky“ buněk naznačující, že VACV je v přítomnosti EA schopna se do určité míry 
šířit v tkáňové kultuře, ale že tato schopnost je omezena (při použití 25 µM jsme již 
nepozorovaly buňky vykazující EGFP fluorescenci). Získané výsledky podporují závěr 





Obr. 37. Vliv EA a nocodazolu na infektivitu VACV. 0,6 × 10
6  
HeLa G buněk bylo infikováno 
WR-EGFP o MOI = 0,01 a ošetřeno EA (5; 10 µM) nebo nocodazolem (0,5 µg/ml). V intervalu 48 
h.p.i. byla pomocí Hoechst 33342 (Intergen) v nefixovaných buňkách  detekována DNA. 
Fluorescence EGFP, Hoechst 33342 a morfologie buněk byla pozorována pomocí invertovaného 





 CS5. Reprezentativní výsledky ze 3 pokusů provedených v duplikátech.  
 
4.4.5. Porovnání účinku EA, nocodazolu a paclitaxelu na titr IV a EV VACV 
Poslední částí studia účinku EA na mikrotubulární transport VACV bylo provedení 
prvotních srovnávacích experimentů vlivu EA, nocodazolu a paclitaxelu na schopnost 
tvorby IV a EV VACV.  
 
Z dřívějších pokusů se zdá, že EA primárně inhibuje tvorbu IV a že pokles v tvorbě EV je 
úměrný inhibici jeho prekurzoru, zatímco nocodazol nemá vliv na vznik IV, ale pouze 
mírně blokuje transport IV na povrch buňky, tj. tvorbu EV (Ward and Moss, 2001) (Obr. 
34). Dále se zdá, že EA stabilizuje mikrotubuly a zpožďuje jejich retrakci v časných 
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stádiích infekce. Chtěly jsme tedy zjistit, zda EA bude schopna překonat účinek 
nocodazolu a zda i v jeho přítomnosti bude schopna inhibovat tvorbu IV. Dále jsme chtěly 
zjistit, zda ošetření buněk paclitaxelem, který stabilizuje mikrotubuly, bude mít na tvorbu 
IV a EV podobný účinek jako EA.  
 
HeLa G buňky byly infikovány WR-EGFP (3.5.) a ošetřeny EA (Sigma), nocodazolem 
(Sigma), nebo paclitaxelem (Sigma). K buňkám, na kterých jsme sledovaly schopnost EA 
vyrušit účinek nocodazolu, jsme napřed přidaly nocodazol a po 5 min jeho působení jsme 
následně přidaly také EA. 24 h.p.i. bylo odebráno médium na titraci EV a buňky byly 
sklizeny na titraci IV (3.6.2.). Byl stanoven infekční titr viru a byl porovnán vliv inhibitorů 
na tvorbu IV a EV (Obr. 38).  
 
Opět můžeme vidět, že nocodazol sám mírně inhibuje pouze vznik EV a že EA primárně 
působí na úrovni tvorby IV. Paclitaxel vykazuje mírnou schopnost inhibice již na úrovni 
tvorby IV, která koresponduje s následným poklesem vzniku EV. A lze také vidět,  
že ošetření EA spolu s nocodazolem má na tvorbu IV a EV téměř stejný účinek jako 








Obr. 38. Účinek EA, nocodazolu a paclitaxelu na tvorbu IV a EV VACV. 0,6 × 10
6
 HeLa G 
buněk bylo infikováno WR-EGFP o MOI = 2 a ošetřeno nocodazolem (0,5 µg/ml, noco),  25 µM EA, 
10 µM paclitaxelem (taxol)  nebo nocodazolem (0,5 µg/ml) společně s EA (25 µM). 24 h.p.i. bylo 
odebráno médium na titraci extracelulárního viru (EV) a buňky byly sklizeny na titraci 
intracelulárního viru (IV). A) Výsledky titrace v ředění 10
-2
,  reprezentativní výsledky ze 2 pokusů 
provedených v duplikátech, B) vliv inhibitorů na infekční titr IV, graf v logaritmické stupnici  
se základem 10, C) vliv inhibitorů na infekční titr EV, graf v logaritmické stupnici se základem 10. B, 




4.5. Studium účinku EA na aktinový transport VACV 
V rámci studia účinku EA na aktinový transport VACV, tj. na tvorbu aktinových komet  
a schopnost šíření VACV z buňky do buňky, jsme v rámci předkládané diplomové práce 
provedly optimalizaci metody a předběžný návrh experimentálních podmínek. V laboratoři 
totiž prozatím nemáme k dispozici fluorescenčně značenou protilátku proti VACV,  
a nemůžeme tedy s jistotou tvrdit, že pozorované struktury, které vykazují strukturu 
aktinových komet, skutečně jimi jsou. S využitím protilátky proti VACV by pak aktinové 
kometky šly s jistotou rozeznat od jiných buněčných struktur podle fluorescenční tečky 
(viru) na konci kometky (Obr. 10).  
4.5.1. Určení vhodných experimentálních podmínek pro pozorování aktinových 
komet VACV 
Cílem první části předběžných experimentů bylo najít vhodný časový interval a vhodné 
podmínky infekce VACV pro pozorování struktur vykazujících morfologii aktinových 
komet (v textu dále označovány pouze jako „aktinové komety“) (3.13.1.3.). Byly tedy 
testovány různé MOI (1; 2; 5), různé časové intervaly fixace buněk (8, 10, 12, 16, 24 h.p.i.) 
i různá hustota buněk (50% či 100% konfluence). Ukázány jsou výsledky z pokusů,  
ve kterých jsme byly schopny „aktinové komety“ detekovat. Bílé šipky ukazují  
na virozomy (ukázáno pro kontrolu, že pozorujeme infikované buňky), žluté šipky  
na „aktinové komety“ (výřezy z obrázků označeny žlutým obdélníkem).  
 
Při 100% konfluenci buněk jsme v 10 h.p.i. (Obr. 39) již byly schopny „aktinové komety“ 
pozorovat, ovšem v porovnání s 12 h.p.i. (Obr. 40) v menší míře (ve 12 h.p.i. jsme 
detekovaly „aktinové komety“ i při infekci 1 PFU/cell, ve 12 h.p.i. jsme při infekci 5 
PFU/cell jsme v rámci jedné buňky pozorovaly větší počet „aktinových komet“  
než při infekci 5 PFU/cell v 10 h.p.i.). Z těchto předběžných experimentů jsme  
za nejvhodnější experimentální podmínky pozorování aktinových komet vybraly MOI = 5, 





Obr. 39. Aktinové komety v 10 h.p.i. 0,564 × 10
6
 HeLa G buněk bylo infikováno WR-LUC  
o různých MOI, v čase 10 h.p.i. byly buňky fixovány a permeabilizovány, filamentární aktin byl 
detekován phalloidinem konjugovaným s Alexa Fluor-488 (1:100, Invitrogen), DNA byla 
detekována pomocí DAPI (1:1000, Sigma). Preparáty byly pozorovány pomocí systému Olympus 









Obr. 40. Aktinové komety ve 12 h.p.i. 0,564 × 10
6
 HeLa G buněk bylo infikováno WR-LUC  
o různých MOI, v čase 12 h.p.i. byly buňky fixovány a permeabilizovány, filamentární aktin byl 
detekován phalloidinem konjugovaným s Alexa Fluor-488 (1:100, Invitrogen), DNA byla 
detekována pomocí DAPI (1:1000, Sigma). Preparáty byly pozorovány pomocí systému Olympus 








4.5.2. Sledování koncentrační závislosti EA na rozpad aktinového cytoskeletu 
Vzhledem k tomu, že infekce VACV je spojena s rozpadem aktinového cytoskeletu 
(Schepis et al., 2006), sledovaly jsme, od jakých koncentrací je rozpad aktinových vláken 
ovlivněn EA (3.13.1.3.).  
 
Na neinfikovaných kontrolách můžeme vidět (Obr. 41), že s rostoucí koncentrací EA 
dochází postupně ke ztrátě stresových vláken (10 – 25 µM EA), změně tvaru 
(zakulacování) buněk (50 µM EA), zhroucení aktinového cytoskeletu (100 – 200 µM EA), 
případně i k buněčné smrti (200 µM EA). U infikovaných buněk (Obr. 41) můžeme vidět, 
že zatímco VACV sama způsobuje rozpad stresových vláken (0 µM EA), tak efekt EA  
na změnu tvaru buněk je oproti neinfikovaným kontrolám ještě více prominentní (50 µM 
EA). Za vhodnou koncentraci EA pro budoucí morfologické studie jejího vlivu na tvorbu 







Obr. 41. Koncentrační závislost EA na rozrušení aktinového cytoskeletu. 0,282 × 10
6
 HeLa G 
buněk bylo infikováno WR-LUC o MOI = 5 a ošetřeno různými koncentracemi EA (0; 10; 25; 50; 
100 µM). V čase 12 h.p.i. byly buňky fixovány a permeabilizovány, filamentární aktin byl detekován 
phalloidinem konjugovaným s Alexa Fluor-488 (1:100, Invitrogen). Preparáty byly pozorovány 
















Předkládaná práce přispívá k objasnění mechanizmu inhibičního působení EA na růst 
VACV a ukazuje nové účinky EA v rámci alterace mikrotubulů.  
5.1. Vliv EA na transkripci pozdních genů VACV 
V roce 2009 publikovala laboratoř Dr. Mělkové schopnost EA inhibovat expresi pozdních 
genů VACV (Spisakova et al., 2009), a to bez známek předchozí inhibice vstupu VACV 
do buňky, transkripce časných genů či replikace virové DNA. Prvním cílem mojí 
diplomové práce, která primárně na tento článek navazuje, bylo zjistit, zda EA ovlivňuje 
transkripci pozdních genů.  
 
V rámci studia této problematiky jsme chtěly využít northen blot analýzu, pomocí které lze 
rozlišit mRNA časných a pozdních genů (při detekci časných mRNA dostáváme pomocí 
northern blotu jednotlivé proužky, při detekci pozdních mRNA heterogenní signál). Naše 
laboratoř nemá povolení pro práci s radioaktivitou, proto jsme využily sadu kitů  
od Thermo Scientific, umožňující přípravu biotinylované próby, její hybridizaci s cílovou 
RNA a následnou chemiluminiscenční detekci streptavidinem konjugovaným s křenovou 
peroxidázou. Tato sada kitů je primárně navržena pro RNA:RNA či DNA:DNA hybridy. 
My jsme však RNA VACV detekovaly DNA próbou, a je tudíž pravděpodobné, že právě 
kvůli nižší síle vazby jsme měly s detekcí mRNA VACV problémy. 
 
Z prvního pokusu, ve kterém jsme detekovaly luciferázovou mRNA exprimovanou  
pod časným a pozdním promotorem p7.5, jsme získaly velice slabý signál, který byl 
blízký pozadí, a tudíž těžko hodnotitelný. Vzhledem k tomu, že RNA:DNA vazba je slabší 
než vazba RNA:RNA, rozhodly jsme se zmírnit podmínky odmývání po hybridizaci. 
Optimalizaci těchto podmínek jsme provedly dot blotem, pomocí kterého jsme byly 
schopny luciferázovou mRNA exprimovanou pod pozdním promotorem p4b detekovat.  
Za takto optimalizovaných podmínek jsme provedly detekci stejných mRNA na northern 
blotu. Bohužel, žádný signál jsme nezískaly. Důvodem bude nejspíš nízký poměr množství 
RNA vůči ploše, na kterou se rozdělila – jak jsem již zmínila, pozdní vakcíniové RNA 




Vzhledem k tomu, že po zakoncentrování vakcíniových RNA do jednoho místa membrány 
(dot blot), jsme byly schopny luciferázovou mRNA detekovat, rozhodly jsme se provést 
slot blot RNA z obou rekombinant, pomocí kterého lze získat stejně velké, a tudíž lépe 
kvantifikovatelné proužky. Získané výsledky korespondovaly se signálem, který jsme 
získaly při provedení prvního northern blotu, tj. že EA nesnižovala hladinu luciferázové 
RNA exprimované pod časným a pozdním promotorem p7.5, ani pod pozdním 
promotorem p4b. Tyto výsledky tedy naznačují, že EA neinhibuje pozdní genovou 
transkripci a že tedy pravděpodobně účinkuje na úrovni translace pozdních mRNA VACV. 
Nejvhodnější náhradou za nepovedenou northern blot analýzu  by zřejmě byla  qRT-PCR, 
bohužel, z časových důvodů jsme ji nemohly provést. Nicméně bude provedena v blízké 
budoucnosti.  
 
Úspěšná realizace replikačního cyklu VACV, stejně jako ostatních virů, je zcela závislá  
na translačním aparátu hostitelské buňky. Rozdíl v translaci časných a pozdních mRNA 
VACV je především v jejich lokalizaci. Exprese časných genů se odehrává v unikátních 
cytoplazmatických agregátech (Mallardo et al., 2001), které se morfologicky i lokalizací 
liší od virozomů, ve kterých probíhá exprese pozdních genů. mRNA VACV mají formu 
eukaryotních mRNA, tzn. mají 5´ methylovanou čepičku a jsou polyadenylované na 3´ 
konci. V regulaci translace mRNA s čepičkou hraje kritickou roli buněčný translační 
iniciační faktor eIF4F. eIF4F je trimerní komplex sestávající z 1) eIF4E, který váže 5´ 
methylovanou čepičku mRNA, 2) eIF4A, RNA helikázy, která usnadňuje „scanning“ 
ribozomu a 3) z eIF4G, velkého „scaffolding“ proteinu, který drží celý komplex eIF4F 
pohromadě. eIF4G váže PABP (polyA-binding protein) na 3´ konci mRNA, která tak 
cirkularizuje, což stimuluje celkovou translaci. eIF4G zprostředkovává i vazbu celého 
komplexu na 40S ribozomální podjednotku vazbou na eIF3. Tvorba eIF4F komplexu je 
regulována především eIF4E-vazebným proteinem (eIF4E-binding protein, 4E-BP), který 
v hypofosforylovaném stavu soutěží s eIF4G o vazbu na eIF4E. Fosforylace 4E-BP 
pomocí mTOR signalizační kaskády uvolní eIF4E z 4E-BP a umožní mu vázat eIF4G  
a sestavit celý komplex eIF4F (Kapp and Lorsch, 2004).  
 
Při expresi pozdních genů VACV rekrutuje translační iniciační faktory eIF4E, eIF4G  
a ribozomy do virozomů, což vede k urychlení replikačního cyklu VACV a k lepší inhibici 
hostitelské proteosyntézy (Katsafanas and Moss, 2007). VACV reguluje sestavení eIF4F 
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komplexu na několika úrovních: i) VACV přímo destruuje 4E-BP (Walsh et al., 2008),  
ii) VACV aktivuje hostitelskou PI3K, která stimuluje mTOR signalizaci (Zaborowska and 
Walsh, 2009), iii) pro vytvoření maxima komplexu eIF4F je potřebná DNA replikace 
VACV a tvorba virozomů (Zaborowska et al., 2012). Tato poslední podmínka vedla 
k hledání specifických proteinů VACV, které budou rekrutovat komponenty translačního 
aparátu do oblasti virozomů. V minulém roce byla tato funkce připsána ssDNA-vazebnému 
proteinu I3, časnému genovému produktu, který zprostředkovává vazbu eIF4G na ssDNA 
ve virozomech (Zaborowska et al., 2012). V rámci studia interakce I3 s ssDNA bylo 
identifikováno vazebné místo I3 proteinu na DNA (Rochester and Traktman, 1998),  
i způsob vazby na DNA v oktamerech (Tseng et al., 1999). Vazba na eIF4G prozatím 
charakterizována nebyla. Vzhledem k tomu, že lokalizace translace pozdních genových 
produktů a účast I3 proteinu na tvorbě komplexu eIF4F se jeví jako jediné rozdíly mezi 
translací časných a pozdních mRNA, lze předpokládat, že by EA mohla interferovat právě 
s nimi.  
5.2. Vliv EA na morfogenezi VACV 
Druhým cílem této diplomové práce bylo zjistit, zda EA inhibuje fáze následující po 
expresi pozdních genů a zda tak má vliv na morfogenezi VACV. Pomocí CHX jsme chtěly 
zablokovat syntézu pozdních proteinů VACV a sledovat, zda přidání EA bude mít na titr 
viru další efekt. Skutečně jsme po přidání EA pozorovaly pokles titru VACV, ovšem 
úměrně k němu jsme v kontrolních pokusech pozorovaly i odpovídající pokles na úrovni 
pozdní proteosyntézy. Z těchto výsledků tedy vyplývá, že EA zesiluje inhibiční účinek 
CHX a že pokles v titru viru pravděpodobně odpovídá poklesu na úrovni syntézy pozdních 
proteinů, ne na úrovni morfogeneze. 
 
CHX je nejčastěji užívaný inhibitor translace eukaryot. Jedno z možných vysvětlení 
zesílení účinku CHX po přidání EA koresponduje s výše diskutovanými výsledky studia 
vlivu EA na expresi pozdních genů VACV, které naznačují, že EA pravděpodobně 
neovlivňuje pozdní genovou transkripci. Ke zvýšenému poklesu hladiny pozdních proteinů 
by tak mohlo docházet z důvodu přidání dalšího inhibitoru pozdní virové translace – EA.  
 
 CHX účinkuje ve fázi elongace proteinového řetězce – váže se do E-místa na 60S 
podjednotce ribozomu (Schneider-Poetsch et al., 2010) a inhibuje translokaci tRNA 
zprostředkovanou elongačním faktorem 2 (eEF2) (Obrig et al., 1971). Přestože se podle 
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nejnovějších výsledků zdá, že CHX inhibuje elongaci peptidového řetězce sterickým 
bráněním translokaci peptidyl-tRNA do E-místa (Schneider-Poetsch et al., 2010)  
spíše než inaktivací translokázy eEF2 (Baliga et al., 1969; Munro et al., 1968), nemění toto 
zpřesnění mechanizmu působení CHX skutečnost, že přidání glutathionu do média 
částečně zvrátí (Munro et al., 1968) či zabrání (Baliga et al., 1969) inhibici elongace 
proteinového řetězce indukovanou CHX. Jak bylo uvedeno v literárním přehledu, EA je 
schopna tvořit konjugát s glutathionem (Ploemen et al., 1990).  Další možné vysvětlení 
potenciace účinku CHX po přidání EA by tedy mohlo spočívat ve vyvázání glutathionu 
fyziologicky přítomného v buňce, který by za normálních podmínek působení CHX 
částečně inhiboval.   
 
Očekávané výsledky pokusu, které by jednoznačně ukazovaly vliv EA na morfogenezi, 
byly následovné: CHX zablokuje proteosyntézu VACV a sníží titr viru. Po přidání EA 
uvidíme na úrovni infekčního titru ještě další pokles. Zároveň však neuvidíme pokles 
hladiny pozdních proteinů v situacích, kdy buňky ošetříme EA společně s CHX,  
oproti situacím, kdy buňky ošetříme samotným CHX. Vzhledem k tomu, že dosažené 
výsledky ukazují potenciaci inhibičního účinku CHX na hladiny pozdních proteinů  
po přidání EA, musíme konstatovat, že se nám nepodařilo zjistit, zda EA inhibuje 
morfogenezi VACV. Z takto navržené metodiky bychom spíše usuzovaly, že nikoliv, 
protože pokles v titru VACV po přidání EA odpovídal poklesu na úrovni proteosyntézy, 
nicméně inhibiční účinek EA na morfogenezi vyloučit jednoznačně nemůžeme. Pokud by 
EA umocňovala účinek CHX v závislosti na vyvázání glutathionu, dala by se naše 
hypotéza ověřit s využitím jiných inhibitorů eukaryotní proteosyntézy, na které glutathion 
popsaný účinek nemá (např. sparsomycin (Baliga et al., 1969)). Nicméně, pokud se jedná  
o potenciaci v důsledku další inhibice pozdní translace VACV, musel by se vliv EA  
na morfogenezi studovat na jejích určitých fázích či na konkrétních proteinech.  
 
Infekce VACV zásadně ovlivňuje metabolizmus hostitelské buňky – dochází k inhibici 
syntézy hostitelské DNA, RNA i proteinů (Buller and Palumbo, 1991). Ve 3 h.p.i. VACV 
indukuje až 50% inhibici syntézy mRNA β-aktinu a α-tubulinu, v 8 – 10 h.p.i. jsou tyto 
mRNA téměř zcela degradované (Rice and Roberts, 1983). Proto se v naší laboratoři  
při analýze proteinů VACV western blotem nanáška na SDS-PAGE standardizuje na počet 
buněk, nikoliv na množství proteinů. Nicméně, vzhledem k tomu, že v této diplomové 
práci byla provedena analýza pozdních proteinů VACV z buněk sklizených v jednom  
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a tom samém časovém intervalu, byly pro kontrolu metodiky standardizace provedeny dva 
identické western bloty srovnávající standardizaci nanášky na počet buněk a standardizaci 
na množství proteinů. Výsledky s sebou přinášejí určité malé očekávané odchylky, 
nicméně silná potenciace účinku CHX způsobená EA je i v případě standardizace nanášky 
na množství proteinů zcela zřejmá.  
5.3. Vliv EA na mikrotubulární transport VACV 
Třetím cílem mé diplomové práce bylo zjistit, zda EA, která je schopna indukovat rozpad 
mikrotubulů, bude interferovat s intracelulárním transportem VACV. 
 
První část studia této problematiky zahrnovala porovnání účinku EA a nocodazolu  
na schopnost tvorby extracelulárního viru (EV) VACV. Jak již bylo popsáno, nocodazol 
interferuje s transportem intracelulárniho viru (IV) na povrch buňky, a zabraňuje tak 
vytvoření jeho extracelulární formy (Ploubidou et al., 2000; Sanderson et al., 2000; Ward 
and Moss, 2001). Výsledky, které jsme získaly, tuto schopnost nocodazolu potvrzují. 
Naopak se z našich výsledků zdá, že EA inhibuje primárně vznik IV. Pokles v tvorbě EV 
byl po ošetření buněk EA úměrný poklesu IV, což naznačuje, že ke snížené tvorbě EV 
dochází pravděpodobně v důsledku inhibice vytvoření jeho prekurzoru.  
 
Stanovení titru EV (v médiu) a IV (v buňkách) bylo provedeno podle Ward and Moss 
(2001) a Erez et al. (2009). Avšak pro přesnější stanovení titru EV by bylo pravděpodobně 
vhodnější buňky po sklizení média trypsinizovat a uvolnit tak všechny viriony, které 
zůstaly asociované s buněčnou membránou. V jednom pokusu jsme se o trypsinizaci 
infikovaných buněk pokusily, ale buňky v přítomnosti trypsinu zlyzovaly. 
 
Vzhledem k tomu, že nocodazol, agens depolymerující mikrotubuly, ovlivňuje pouze 
tvorbu EV VACV (Ploubidou et al., 2000; Sanderson et al., 2000; Ward and Moss, 2001)  
a ektromelie (ectromelia virus) (Erez et al., 2009), očekávaly jsme podobný efekt  
i po ošetření buněk EA. Výše popsané výsledky nás tedy překvapily. Rozhodly jsme se 
proto ověřit, zda je EA opravdu schopna rozrušit struktury mikrotubulů infikovaných  
i neinfikovaných buněk. Rozpad mikrotubulů byl totiž publikován vždy pro koncentrace 
vyšší než 70 µM (Ericksonlamy et al., 1992; Obrien et al., 1996; Xu et al., 1992), pro nízké 





Námi dosažené výsledky potvrzují, že vysoké koncentrace EA indukují rozpad 
mikrotubulů. Nízké koncentrace ovšem tuto schopnost nevykazují. VACV indukuje 
v určitých fázích svého replikačního cyklu různé změny cytoskeletu hostitelské buňky 
(Schepis et al., 2006). Za námi použitých podmínek infekce jsme pravděpodobně zachytily 
fázi zpětného růstu mikrotubulů. U infikovaných buněk ošetřených pouze médiem je vidět, 
že buňky zaujímají menší prostor než neinfikované kontroly. Jinou situaci ale pozorujeme 
u infikovaných buněk ošetřených nízkými koncentracemi EA – buňky zaujímají větší 
prostor, srovnatelný s neinfikovanými kontrolami, a mikrotubuly jsou oproti infikovaným 
buňkám bez inhibitoru  více strukturované. Dle našeho názoru lze z těchto výsledků 
usuzovat, že by nízké koncentrace EA mohly mít na mikrotubuly opačný efekt než vysoké 
koncentrace EA, tzn. mohly by je stabilizovat. 
 
Rozdílný vliv na mikrotubuly v závislosti na použité koncentraci  účinné látky byl 
v minulosti popsán pro vinblastin. Vysoké koncentrace vinblastinu indukují místo tvorby 
mikrotubulů polymeraci tubulinu do parakrystalů (Na and Timasheff, 1982), nižší 
koncentrace vinblastinu inhibují tvorbu mikrotubulů a depolymerují již sestavené 
mikrotubuly (Jordan et al., 1986) a velmi nízké koncentrace vinblastinu inhibují 
(stabilizují) dynamickou nestabilitu mikrotubulů (Toso et al., 1993). Dynamická nestabilita 
je jev popisující přepínání mezi fází růstu a zkracování konců mikrotubulů, přechod mezi 
těmito dvěmi fázemi se nazývá atenuovaný stav.  Stabilizace dynamické nestability 
mikrotubulů tedy znamená snižování rychlosti růstu a zkracování mikrotubulů a naopak 
prodloužení doby, kterou mikrotubuly stráví v atenuovaném stavu (Toso et al., 1993).  
Tyto rozdílné efekty odpovídající použité koncentraci vinblastinu jsou připisovány jeho 
schopnosti nejprve se vázat na vysokoafinní místa, která se nacházejí na koncích 
mikrotubulů (Wilson et al., 1982). Při použití velmi nízkých koncentrací vinblastinu dojde 
k jeho navázání pouze na konce mikrotubulů, kde zapříčiní jejich stabilizaci prodloužením 
atenuovaného stavu. Vinblastin může i) stericky bránit navázání solubilního tubulinu, ii) 
změnit konformaci konců mikrotubulů, a tím snížit jejich afinitu pro volné dimery, iii) 
nebo inhibovat hydrolýzu GTP, a udržovat tak mikrotubuly s navázanou GTP-čepičkou, 
která slouží k jejich stabilizaci (Dhamodharan et al., 1995). Při zvýšení koncentrace 
vinblastinu dochází k jeho navázání na nízkoafinní místa na mikrotubulech a při dosažení 
stechiometrické hladiny (Singer et al., 1989) dochází k mechanickému rozvolnění  
a depolymeraci mikrotubulů (Jordan et al., 1986). Při použití vysokých koncentrací 
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vinblastinu dochází k vytvoření komplexů vinblastinu se solubilním tubulinem, následné 
asociaci s dalšími komplexy a tvorbě parakrystalů (Na and Timasheff, 1982). 
 
V souvislosti s publikovanými daty se domníváme, že by EA mohla mikrotubuly alterovat 
podobným způsobem jako vinblastin. Při hledání vazebného místa vinblastinu bylo 
pozorováno posílení vazby Cys β239-Cys β354 a naopak blokování vzniku vazby Cys β12-
Cys β201/211 (Rai and Wolff, 1996). EA také vykazovala posílení vazby Cys β239-Cys 
β354 (Luduena et al., 1994); dohromady s faktem, že taxol, který se váže poblíž vazebného 
místa pro vinblastin a jehož vazbě na mikrotubuly lze vinblastinem zabránit (Manfredi et 
al., 1982), zabraňuje efektu vysokých koncentrací EA na mikrotubuly (Xu et al., 1992), 
můžeme hypotetizovat, že se EA bude vázat do místa totožného jako vinblastin  
či nacházejícího se blízko vazebného místa pro vinblastin. Její mechanizmus účinku by pak 
teoreticky mohl napodobovat mechanizmus působení vinblastinu.  
 
Možný efekt nízkých koncentrací EA na stabilizaci mikrotubulů nás vedl k úvaze, že by 
EA mohla inhibovat retrakci mikrotubulů v časných fázích infekce VACV. Námi dosažené 
výsledky naznačují, že EA nezpůsobuje úplné zablokování retrakce mikrotubulů,  
ale že k němu dochází později (cca o 2 h, Obr. 42), a že tudíž celkově dochází  
ke zpomalení průběhu infekce VACV. Tento závěr (týkající se zpomalení procesu infekce 
VACV) byl podpořen i experimenty sledujícími infektivitu VACV. VACV v přítomnosti 
EA vykazovala sníženou schopnost šířit se v tkáňové kultuře – pozorovaly jsme pouze 






Obr. 42. Shrnutí působení 25 µM EA na mikrotubuly infikovaných buněk (10 PFU/cell). 
Schématický obrázek tvaru buněk, stavu mikrotubulů (modře) a progrese tvorby virozomů 
(červeně). Buněčné jádro je znázorněno červenou elipsou ve středu buňku. Obrázek vytvořen 
podle dosažených výsledků a podle předlohy (Schepis et al., 2006). 
 
V závěru studia účinku EA na mikrotubulární transport jsme provedly experimenty 
srovnávající účinky látek ovlivňujících mikrotubuly na tvorbu IV a EV VACV. Zajímalo 
nás, zda EA bude schopna překonat účinek nocodazolu a zda paclitaxel bude mít na tvorbu 
IV a EV podobný vliv jako EA.  
 
Nocodazol společně s EA měl na tvorbu jednotlivých forem VACV podobný efekt, jako 
EA samotná. Nocodazol působí na mikrotubuly téměř okamžitě (Debrabander et al., 1976), 
ale přestože EA byla k buňkám přidána 5 min po přidání nocodazolu, je možné,  
že nocodazol mikrotubuly ještě dostatečně neovlivnil. Další možné vysvětlení 
pozorovaného efektu může spočívat v možnosti, že vliv EA na růst VACV je především  
na úrovni proteosyntézy, nikoliv na úrovni mikrotubulů. Samozřejmě je také možné, že EA 
je opravdu schopna překonat působení nocodoazolu na mikrotubuly. Nicméně, jak již bylo 
řečeno, jedná se o pilotní studie a pro přesnější interpretaci tohoto jevu by bylo nutné 
provést koncentrační závislost vzájemného působení EA a nocodazolu, různé intervaly  
a pořadí ošetření jednotlivými inhibitory a mikroskopické analýzy společného působení 
těchto látek na mikrotubuly infikovaných i neinfikovaných buněk. 
 
Chtěly jsme také porovnat vliv taxolu, látky stabilizující mikrotubuly, na mikrotubulární 
transport VACV. Bylo popsáno, že taxol snižuje uvolnění EV VACV,  
ovšem ne v závislosti na mikrotubulárním transportu obaleného viru na buněčný povrch,  
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ale pravděpodobně v důsledku posílení kortikálního aktinu a neschopnosti exocytózy 
VACV přes tuto bariéru (Arakawa et al., 2007a). Naše experimenty nicméně naznačují,  
že pokles v titru VACV po ošetření buněk taxolem se odehrává již na úrovni tvorby IV. 
Inhibice tvorby IV není tak silná jako při ošetření buněk EA, přesto ale můžeme pozorovat 
obdobný trend působení obou látek na tvorbu IV a EV VACV. Opět se však jedná  
o prvotní studie, které je třeba dále rozpracovat. 
5.4. Navržení experimentálních podmínek studia účinku EA na tvorbu 
aktinových komet VACV 
Posledním cílem mé diplomové práce bylo navrhnout experimentální podmínky  
pro sledování účinku EA na tvorbu aktinových komet. V rámci optimalizace podmínek 
infekce a intervalu fixace se jedná o předběžné experimenty. V naší laboratoři totiž 
prozatím nemáme k dispozici protilátku proti virionovým proteinům VACV a nemůžeme 
tedy s jistotou tvrdit, že struktury, které v infikovaných buňkách pozorujeme, jsou skutečně 
aktinové komety, nebo že to jsou komety, jejichž polymeraci VACV indukuje (aktinové 
komety totiž byly pozorovány i v asociaci s pohybem pinozomů (Merrifield et al., 1999), 
lyzozomů, endozomů (Taunton et al., 2000) a lipidových raftů (Rozelle et al., 2000)). 
Testovaly jsme různé MOI, intervaly sklízení i hustotu nasetých buněk. Za nejvhodnější 
podmínky jsme zvolily vyšší MOI (5 PFU/cell), interval fixace 12 h.p.i., ve kterém jsme 
„aktinových komet“ pozorovaly nejvíce, a 100% konfluenci buněk, která VACV poskytne 
výhodnější podmínky pro šíření infekce z buňky na buňku. 
 
Snažily jsme se také stanovit nejvhodnější koncentraci EA pro tyto morfologické studie. 
Na neinfikovaných buňkách jsme pozorovaly, že s rostoucí koncentrací EA dochází 
postupně k rozpadu stresových vláken, změně tvaru (zakulacení) buněk a celkovému 
zhroucení aktinového cytoskeletu (Ericksonlamy et al., 1992). Vzhledem k tomu,  
že VACV sama indukuje rozpad stresových vláken (Schepis et al., 2006), mohly jsme  
u infikovaných buněk hodnotit pouze vliv EA na změnu tvaru buněk, který byl více 
prominentní než u buněk neinfikovaných. Vzhledem k tomu, že při použití 50 µM EA  
už docházelo k znatelné změně struktury neinfikovaných buněk a k výraznějším změnám 




5.5. Mechanizmus inhibičního působení EA na růst VACV 
Naše současná hypotéza o mechanizmu působení EA na růst VACV je tedy následující 
(Obr. 43): EA zpomalí retrakci mikrotubulů jejich stabilizací, což ztíží tvorbu virozomů  
a celkový průběh infekce. Prvním stupněm, na kterém se celkové zpomalení infekce 
znatelně projeví, je translace pozdních mRNA, která je na asociaci s virozomy do určité 
míry závislá (Katsafanas and Moss, 2007).  
 
 
Obr. 43. Současná hypotéza mechanizmu inhibičního působení EA na růst VACV. V horním 
panelu závěry z našich experimentů, v dolním panelu návrh působení EA na růst VACV. 
 
Naše hypotéza by potřebovala několik dalších ověření začínajících potvrzením, že nízké 
koncentrace EA opravdu způsobují stabilizaci mikrotubulů. Dále by bylo vhodné detailně 
porovnat účinky EA a dalších látek alterujících mikrotubuly (především viblastinu, taxolu 
a nocodazolu) na růst VACV, popř. využít markerů endozomů a mitochondrií pro studium 
jejich lokalizace v různých fázích infekce (Schepis et al., 2006) (Obr. 11) s a bez přídavku 
EA.  
5.6. Působení EA na růst VACV in vivo 
Náš výzkum se nyní zabývá především objasněním podstaty účinku EA na růst VACV  
in vitro. V roce 2010 Smee et al. ověřovali účinek EA na VACV a CPXV in vitro i in vivo. 
EA byla shledána málo selektivní in vitro; pro stanovení cytotoxicity a antivirové aktivity 
však byly použity jiné buněčné linie a jiné testy než které použili Spišáková et al. (2009). 
EA byla pozorována také jako neúčinná in vivo; autoři popisují, že dokonce zhoršovala 
stav infikovaných myší (Smee et al., 2010 ). Mgr. Čížek a Dr. Mělková již v minulosti 
prováděli některé pilotní studie účinku EA na myších, nicméně podle jiného protokolu  
než který popisuje Smee et al. (2009). EA nepůsobila na myši negativně a myši při 
subletální infekci rekombinantním VACV vytvořily hladiny protilátek srovnatelné 
s kontrolními myšmi, kterým bylo podáváno PBS. Jasné výsledky o vlivu EA  
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na infikované myši však získány nebyly (Dr. Mělková, osobní sdělení). Nicméně naše 
































Moje diplomová práce navazuje na výsledky publikované naší laboratoří v roce 2009 
(Spisakova et al., 2009) a jejím cílem bylo přispět k objasnění mechanizmu inhibičního 
působení EA na růst VACV.  
 
1) Ukázaly jsme, že EA neovlivňuje hladinu pozdních mRNA VACV,  
tj. pravděpodobně neovlivňuje transkripci pozdních genů. Předpokládáme tedy, že 
EA inhibuje translaci pozdních mRNA. 
 
2) Nepodařilo se nám jednoznačně potvrdit ani vyvrátit hypotézu, že EA účinkuje  
i ve fázi morfogeneze. Z námi provedených experimentů by spíše vyplývalo,  
že nikoliv; nemůžeme však vyloučit možnost, že při použití jiného 
experimentálního uspořádání bychom mohly získat jiné výsledky. 
 
3) Navrhly jsme nový způsob působení nízkých koncentrací EA na mikrotubuly, 
srovnatelný s působením vinblastinu, mající za následek stabilizaci mikrotubulů  
a z ní vyplývající zpomalení nástupu retrakce mikrotubulů objevujících se  
při infekci VACV. 
 
4) Provedly jsme optimalizaci podmínek pro sledování účinku EA na tvorbu 
aktinových komet indukovanou VACV. 
 
5) Navrhly jsme možný mechanizmus inhibičního účinku EA na růst VACV 
vycházející z podstaty inhibice retrakce mikrotubulů v časných fázích infekce  
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